ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETY INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets ^ : 

C12N 15/52, 15/76, C07K 7/06, C12N 
1/21, A61K 38/08, C07C 229/36, 229/42, 
321/28, C07D 295/135 // (C12N 1/21, 
C12R 1:465) 



Al 



(11) Numero de publication Internationale: WO 96/01901 
(43) Date de publication Internationale: 25 janvier 1996 (25.01.96) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR95/00889 

(22) Date de depdt international: 4 juillet 1995 (04.07.95) 



(30) Donnles relatives a la priority: 

94/08478 8 juillet 1994 (08.07.94) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US): RHONE- 

POULENC RORER S.A. [FR/FR]; 20, avenue Raymond- 
Aron, F-92160 Antony (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeiirs/De'posants (US settlement): BLANC, Veronique 
[FR/FR]; 210, avenue Daumesnil, F-75012 Paris (FR). 
THIBAUT, Denis [FR/FR]; 28, rue Jean-Colly, F-75013 
Paris (FR). BAMAS- JACQUES , Nathalie [FR/FR]; 16, rue 
Plumet, F-75015 Paris (FR). BLANCHE, Francis [FR/FR]; 
41, rue des Solitaires, F-75019 Paris (FR). CROUZET, Jofil 
[FR/FR]; 48-52, rue des Meuniers, F-75012 Paris (FR). 
BARRIERE, Jean-Claude [FR/FR]; Residence des Hauts- 
de-Bures, 24, rue Max-Ernst, F-91440 Bures-sur-Yvette 
(FR). DEBUSSCHE, Laurent [FR/FR]; 112, avenue Jean- 
Jaures, F-91200 Athis-Mons (FR). FAMECHON, Alain 
[FR/FR]; 10, rue Bouray-sur-Juine, F-91510 Janville-sur- 



Juine (FR). PARIS, Jean-Marc [FR/FR]; 8, rue des Acacias, 
F-77360 Vaires-sur-Marne (FR). DUTRUC-ROSSET, Gilles 
[FR/FR]; 21, avenue du Docteur-Amold-Netter, F-75012 
Paris (FR). 

(74) Mandataire: LE COUPANEC, Pascale; Rh6ne-Poulenc Rorer 
S.A., Direction Brevets, 20, avenue Raymond-Aron, F- 
92160 Antony (FR). 



(81) Etats designes: AM, AU, BB, BG, BR, BY, CA, CN, CZ, EE, 
FI, GE, HU, IS, JP, KG, KP, KR, KZ, LK. LR, LT, LV, 
MD, MG, MN, MX, NO, NZ, PL, RO, RU, SG, SI, SK, TJ, 
TT, UA, UG, US, UZ, VN, brevet europ6en (AT, BE, CH, 
DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), 
brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, ML, MR, 
NE, SN, TD, TG). 



Pubiiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: STREPTOGRAMINES AND METHOD FOR PREPARING SAME BY MUTASYNTHESIS 
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(57) Abstract 



Novel group B streptogramine-like compounds of general 
formula (I), and a method for preparing streptogramines by rhuta- 
synthesis using a mutated micro-organism to influence the biosyn- 
thesis of at least one of the precursors of group B streptogramines, 
are disclosed. Novel nucleotide sequences involved in the biosyn- 
thesis of said precursors, and their uses, are also disclosed. 

(57) Abrege* 

La presente invention se rapporte a de nouveaux composes 
apparent^ aux streptogramines du groupe B, de formule generate 
(I) et a un proc6d6 de preparation de streptogramines par muta- 
synthese mettant en oeuvre un micro-organisme mute de maniere 




a alterer la biosynthese d'au moins un des prficurseurs des strep- 
togramines du groupe B. Elle concerne dgalement des nouvelles sequences nucl6otidiques impliqudes dans la biosynthese de ces precurseurs 
et leurs utilisations. 
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Streptogramines et precede de preparation de streptogramines par mutasynthese 

La presente invention se rapporte principalement a de nouveaux composes 
apparentes aux streptogramines du groupe B et a un procede de preparation par 
5 mutasynthese de streptogramines. Elle concerne egalement de nouveaux genes 
impliqu6s dans la biosynthese de precurseurs des streptogramines du groupe B ainsi 
que leurs utilisations. 

Les streptogramines forment un groupe homog&ie d'antibiotiques constitues 

10 d'une association de deux types de molecules chimiquement differentes; d ! une part 
des macrolactones polyinsaturees (composants du groupe A), et d'autre part des 
depsipeptides (composants du groupe B). Ce groupe comprend de nombreux 
antibiotiques connus sous differents noms en fonction de leur origine, dont les 
pristinamycines, les mikamycines, les virginiamycines (Cocito 1979, 1983). 

15 Les composants A et B ont une activite antibact§rienne synergique qui peut 

atteindre 100 fois celle des composants separes et qui, contrairement a celle de 
chaque composant, est bactericide (Cocito 1979). Cette activite est plus 
particuliSrement efficace contre les bacteries Gram-positifs, comme les 
staphylocoques et les streptocoques (Cocito 1979, Videau 1982). Les composants A 

20 et B inhibent la synthese proteique en se fixant a la sous-unite SOS du ribosome 
(Cocito 1979 ; Di Giambattista §t £l. 1989). 

La connaissance des voies de biosynthese de chacun des composants reste 
partielle a ce jour, bien que des etudes precedentes, presentees dans la demande de 
brevet PCT/FR93/0923, aient permis ^identifier plusieurs proteines et les genes de 

25 structure correspondants, impliques dans la biosynthese des deux types de 
composants. 

Dans le processus de biosynthese des streptogramines du groupe B, deux parties 
peuvent etre distinguees: 

1) Biosynthese des precurseurs, ou de leurs analogues, du macrocycle: acide 
30 3-hydroxypicolinique, acide L-2-aminobutyrique, 4-dimethylamino-L-phenylalanine, 

acide-L-pipecolique, L-phenylglycine. 

2) Formation du macrocycle a partir des precurseurs cites ci-dessus, de la 
L-threonine et de la L-proline, ou de leurs analogues, avec 6ventuellement 
modification(s) subsequente(s), de type N-methylation peptidique, epimerisation, 

35 hydroxylation et oxydation. 



fBJliLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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La demande de brevet PCT/FR93/0923, a notamment pour objet les enzymes 
catalysant rincorporation des precurseurs dans la chaine peptidique des 
streptogramines B en cours d'61ongation ainsi que leurs genes de structure, Ces 
resultats ont permis de mettre en Evidence le caractere de synthese peptidique non 
5 ribosomale des composants de type B. 

La presente invention concerne plus particulierement de nouveaux composes 
apparentes aux streptogramines du groupe B et plus precisement des nouveaux 
composes de la famille des pristinamycines I (figures 1 et 2), designes ci-apres par PI, 
ou de la famille des virginiamycines S (figure 3). 
10 Le constituant majoritaire des pristinamycines I (PI) est la PI^ (figure 1) qui 

represente environ 94 % des PI, les environ 6 % restant etant represents par des 
constituants minoritaires du depsipeptide (PIb S PIj) dont les structures sont 
representees en figure 2. La PI resulte essentiellement de la condensation d'acides 
amines dont certains sont indispensables pour la synthese proteique (threonine et 
15 proline) et dont d'autres sont originaux et consideres eux-memes comme des 
metabolites secondaires (acide L-2-aminobutyrique, 4-dim6thylamino-L- 
phenylalanine (DMPAPA), acide L-pipecolique et L-phenylglycine pour la PI^) ainsi 
que d'un precurseur aromatique, 1'acide 3-hydroxypicolinique. 

En ce qui concerne les derives de virginiamycines S, ils resultent de la 
20 condensation des memes acides que pour la PI a Texception de la DMPAPA qui est 
remplacee par une phenylalanine (voir figure 3). 

La production de ces differents composes par biosynthese necessite done la 
synthese prealable, par la souche productrice, des precurseurs originaux identifies ci- 
dessus. 

25 La presente invention resulte precisement d'un precede de preparation original 

de streptogramines qui met en oeuvre, a titre de souche productrice de 
streptogramines, une souche de microorganisme mutee de maniere a alterer la 
biosynthese des precurseurs de streptogramines du groupe B. Selon ce proc£d6, ladite 
souche mutante est cultivee dans un milieu complemente par un precurseur original, 

30 different du precurseur dont la biosynthese est alteree. De maniere inattendue, il s'en 
suit une production de nouveaux composes apparentes aux streptogramines du groupe 
B, interessants sur le plan therapeutique. 

Plus precisement, la presente invention se rapporte a de nouveaux composes 
represents par la formule generate I: 
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I 

dans laquelle : 

5 -R2 et R4 representent, independamment Fun de Tautre, 101 atome d'hydrog&ie 

ou un groupement m6thyle, 

-R3 represente tin atome d'hydrogene ou un groupement hydroxyle, 
-X represente un groupement CO, CHOH ou CH 2 et 
-Rj represente: 



(4e) 
B 



10 




avec 

- pour les derives meta : 

A, C, D et E representant un atome d'hydrogene et 
15 B pouvant representee 

- un halogene et de preference un atome de fluor, 

-un groupement monoalkylamino ou dialkylamino avec alkyle representant de 
preference un groupement m&hyle ou ethyle, 
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4 



-un groupement ether, n s'agit plus particulterement d'un groupement OR avec 
R choisi de preference parmi les groupements methyle, ethyle, trifluorom&hyle 
et allyle, 

►un groupement thioether represents de preference par un groupement 
5 alkylthio avec de preference alkyle representant un groupement methyle, 

-un groupement alkyle en a C3 ou 

-un groupement trihalogenomethyle et de preference le trifluoromethyle. 

- pour les derives para : 
10 A, B, D et E representant un atome d'hydrogene et 
C pouvant representer: 
- un halogdne, 

-un groupement NR1R2 avec Rj et R2 representant independamment Tun de 
Fautre un groupement choisi parmi 
15 - l'hydrogene, 

- un groupement alkyle en Cj a C4 lineaire ou ramifie avec lorsque Tun 
des substituants Rj ou R2 represente un groupement methyle, Tautre represente 
obligatoirement un groupement ethyle, 

- un groupement alkyl-cycloalkylmethyle avec un cycloalkyle en C3 a C4 
20 - un groupement cycloalkyle en C3 a C 4 eventuellement substitu6, 

-un groupement alcenyle en C3 a C4 lineaire ou ramifie avec lorsque 
Tun des substituants, Rj ou R^ represente un groupement alcenyle, l'autre est 
different d'un groupement methyle ou d'un cycloalkyle en C3 a C6, 
. un groupement N-pyrrolidinyle substitue ou non, 
25 -un groupement ether, il s'agit de preference d'un groupement OR avec R 

choisi de preference parmi les groupements methyle, ethyle eventuellement 
substitue par un atome de chlore, trifluoromethyle et alcenyle . 

-un groupement thio&her represente de preference par un groupement 
alkylthio avec de preference alkyle representant un groupement alkyle en Cj a 
30 C 3 . 

-un groupement acyle ou alcoxycarbonyle et plus particulierement un 
groupement COR avec R representant de preference un groupement alkyle en 
Cj a C3 ou un groupement alkoxy en Cj a C 3 . 
-tin groupement alkyle en Cj a Cg, lineaire ou ramifie, et de preference choisi 
35 parmi les groupements methyle, isopropyle et tert-butyle, 
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- un groupement alkylthiomethyl et plus preferentiellement tin groupement 
CH2SR avec R representant de preference un groupement alkyle en Cj a C 3 
-tin groupement aryle et de pr£f erence un phenyle ou 
-un groupement trihalogenom6thyle et de preference le trifluoromethyle. 

5 

- potir les derives disubstitues meta-para : 

A, D et E representant un atome d'hydrogene et 
B pouvant representer: 

-un halogene et de preference un atome de fluor, 
10 -un groupement monoalkylamino ou dialkylamino avec alkyle representant de 

preference un groupement methyle ou ethyle, 
-un groupement ether et de preference tin groupement OR avec R choisi de 
preference parmi les groupements methyle, ethyle et trifluoromethyle, 

-un groupement thioether et de preference alkylthio avec alkyle representant 
15 preferentiellement un groupement ethyle, ou 
-un groupement alkyle en C\ £ C3 et 
C pouvant representer: 

-un halog&ne et de preference un atome de fluor, 

-un groupement amino, monoalkylamino ou dialkylamino avec alkyle 
20 representant de preference un groupement methyle a la condition que B soit 

different d'un atome de brome ou de chlore, ou un groupement allyle substitue 
ou non, 

-un groupement ether et de preference un groupement OR avec R choisi de 
preference parmi les groupements methyle, ethyle et trifluoromethyle, 
25 -un groupement thioether et de preference un groupement alkylthio avec de 

preference alkyle representant un groupement methyle, 
-un groupement alkyle en C\ a C$ ou 

-un groupement trihalogenomethyle et de preference le trifluoromethyle et 

30 - pour les deri ves disubstitues ortho-para : 

B, E et D representant un atome d'hydrogene et A et C, un groupement methyle. 



35 



A titre de composes pref eres, on peut plus particulierement titer: 
la 4^-methylthio-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^, 
la 4^-methylthio-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ih» 



la 5y-hydroxy 4^-methylthio-des(4^-diiTiethylamino) pristinamycine Ijj, 

la 4^-methyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^, 

la 4^-methyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ij^, 

la 4^-m6thoxy-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 

ia 4^-methoxycarbonylKles(4^Hlimetjiylamino) pristinamycine 1^, 

la 4^-chloro-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I^i 

la 4^-bromo-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 

la 4^-bromo-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ijj, 

la 4^-iodo-des(4^-dim6thylamino) pristinamycine I^t 

la 4^-iodo-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ijj, 

la 4^-trifluoromethyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^. 

la 4^-trifluoromethyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine In , 

la 4^-tert-butyi-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^. 

la 4^-isopropyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^, 

la 4^-isopropyl-des(4^-dim6thylamino) pristinamycine Ig. 

la 4e-methylamino-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^. 

la 4e-methoxy-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I ^ 

la 4e-methoxy-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I jj, 

la 4e-fluoro 4^-methyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I ^ 

la 4^-amino-des(4^-dim§thylamino) pristinamycine I a 

la 4^^thylamino-des(4^-dim6thylamino) pristinamycine 1^ 

la 4^-diethylamino-des(4^-dim6thylamino) pristinamycine 1^ 

la 4^-allylamino-d6s(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^ 

la 4^-diallylamino-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^ 

la 4^-allyl 6thylamino-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^ 

la 4^-ethyi propylamino-d6s(4^-dimethylamino) pristinamycine I a 

la 4^-ethyl isopropylainino-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I a 

la 4^-6thyl methylcyclopfopylamino-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^ 

la 4^-(l-pyrrolidinyl) -des(4^-dimethylamino) .pristinamycine 1^ 

la 4^-trifluoromethoxy-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I a 

la 4^-allyloxy-d6s(4^-dimethylamino) pristinamycine I a 

la 4^-ethoxy-des(4^-dimethyiamino) pristinamycine I a 
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la 4^-6thylthio-d6s(4^^imethylamino) pristinamycine I a 
la 4^-methylthiom6thyW6s(4^-dim§thylamino) pristinamycine 1^ 
la 4^-(2-cMoro6thoxy)-des(4^-dim6thylamino) pristinamycine 1^ 
la 4^-ac§tyl-d§s(4^-dimethylamino) pristinamycine I a 
5 la 4^-ethy l-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I a 

la 4^-6thyl-d6s(4^-dimethylamino) pristinamycine Ijj 
la 4£^methylamino-des(4£^im6thylamino) pristinamycine 1^ 
la 4£-methylthio-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^ 
la 4£-6thoxy-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^ 

10 

La presente invention vise egalement un procede notamment utile pour preparer 
les composes de formule generale L 

Plus precisement, elle se rapporte a un procede pour preparer des 
15 streptogr amines caracterise en ce qu'il met en oeuvre une souche d f un 
microorganisme producteur de streptogramines, possMant au moins une modification 
genetique affectant la biosynthese dun precurseur des streptogramines du groupe B et 
en ce que ladite souche mutante est cultivee dans un milieu de culture adequat et 
complemente avec au moins un precurseur original, autre que celui dont la 
20 biosynthese est alteree et en ce que Ton recupere lesdites streptogramines. 

Les souches mises en oeuvre dans le cadre de la presente invention sont done 
des souches productrices de streptogramines, mutees. La ou lesdites modifications 
genetiques peuvent etre localisees soit au niveau d'un des g&ies impliques dans la 
biosynthese desdits precurseurs soit en dehors de la region codante, par exemple dans 
25 les regions responsables de Texpression et/ou de la regulation transcriptionnelle ou 
post-transcriptionnelle desdits genes ou dans une r&gion appartenant au transcript 
contenant lesdit g&ies. 

Selon un mode particulier de Tinvention, les souches mutantes possedent 
une ou plusieurs modifications genetiques au niveau d'au moins un de leurs genes 
30 impliques dans la biosynthese des precurseurs des streptogramines du groupe B. 

Cette ou ces modifications genetiques aiterent l'expression dudit gene e'est a 
dire rendent ce gene, et le cas echeant un autre des genes impliques dans la 
biosynthese des precurseurs, partiellement ou totalement incapable de coder pour 
l'enzyme naturelle impliquee dans la biosynthese d'au moins un precurseur. 
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L'incapacite desdits genes a coder pour les proteines naturelles peut se manif ester soit 
par la production d'une proteine inactive en raison de modifications structurales ou 
conformationnelles, soit par Tabsence de production, soit par la production d'une 
prot&ne ayant une activite enzymatique alteree, ou encore par la production de la 
5 proteine naturelle a un niveau attenue ou selon un mode de regulation desirS. 
L'ensemble de ces manifestations possibles se traduit par une alteration voire un 
bloquage au niveau de la synthese d'au moins Tun des precurseurs des 
streptogramines du groupe B. 

Les genes, susceptibles d'etre mutes dans le cadre de la presente invention, sont 

10 de preference les genes impliques dans la biosynthese des precurseurs suivants: acide 
L-2-aminobutyrique, 4-dimethylamino-L-ph6nylalanine (DMPAPA) , acide L- 
pipecolique, L-phenylglycine et/ou l'acide 3-hydroxypicolinique (3-HPA). 

II s'agit plus preferentiellement des genes papA . papM . papB (SEQ ID N°3), 
pac£ (SEQ ID N°2), hpaA (SEQ ID N°8), snhE (SEQ ID N°6) et pipA (SEP ID 

15 N°5) decrits ci-apr£s. 

En ce qui concerne les genes papA et papM. ils ont deja ete decrits dans la 
demande de brevet PCT/FR93/0923. Ils sont presents sur le cosmide pIBV2. Le g&ie 
papA semble correspondre a un gene de biosynthese de la 4-amino-L-phenylalanine a 
partir du chorismate. La 4-amino-L^phenylalanine est ensuite dimethyl&e par le 

20 produit du gene papM. tine N-methyltransf erase, pour former la 4-dimethylamino-L- 
phenylalanine, DMPAPA, qui est ensuite incorporee dans la pristinamycine 1^- Ces 
deux genes interviennent done plus particulierement au niveau de la synthese du 
precurseur dit DMPAPA. 

En ce qui concerne les autres genes papB. papC. pipA. snbF et hpaA. ils ont et6 

25 identifies et caracterises dans le cadre de la presente invention. Ils sont regroup6s 
avec les genes snbA . papA. et papM sur une region chromosomique d'environ 10 kb 
(figure 7). 

Les homologies de sequences mises en evidence pour les proteines PapB et 
PapCa montrent que ces prolines sont egalement impliquees dans la biosynthdse du 
30 precurseur DMPAPA, conjointement avec les proteines PapA et PapM. Les deux 
nouveaux genes correspondants, papB et papC . ont ete isoles et identifies par sous- 
clonages effectues a partir du cosmide pIBV2, decrit dans la demande de brevet 
PCT/FR93/0923 et d'un plasmide pVRC900, derive de pIBV2 par une deletion 
Hindlll, egalement decrit dans la demande de brevet PCT/ER93/0923. 
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La comparaison de la proteine codee par le gdne papC . avec les sequences 
prot&ques contenues dans la banque Genpro fait apparaitre line homologie de 27 % 
avec la region impliquee dans Tactivite prephenate dehydrogenase des proteines 
bifonctionnelles TyrA d* E. coli (Hudson et Davidson, 1984) et d' Erwinia herbicola 
5 (EMBL data library, 1991). Cette region de TyrA catalyse I'aromatisation du 
preph6nate en 4-hydroxyphenylpyruvate dans la biosynthese de la tyrosine. Une 
aromatisation similaire a partir du 4-deoxy 4- amino prephenate conduisant au 4- 
amino phenylpyruvate intervient tres vraisemblablement dans la synthese de la 
DMPAPA. Elle serait catalysee par la proteine PapC (SEQ ID n°2). 

10 Quant a la prot&ne PapB, elle possede une homologie de 24 a 30 % avec la 

region impliquee dans l'activite chorismate mutase des proteines bifonctionnelles 
TyrA et PheA d* E. coli (Hudson et Davidson, 1984) et de la proteine TyrA rf 
Erwinia herbicola . Cette region catalyse Tisomerisation du chorismate en pr§ph§nate 
dans la biosynthese de la tyrosine et de la phenylalanine. La proteine PapB (SEQ ID 

15 n°3) intervient vraisemblablement au niveau de l'isomerisation similaire a partir du 4- 
deoxy 4- amino chorismate conduisant au 4-deoxy 4-aminoprephenate dans la 
synthase de la DMPAPA. 

En ce qui concerne les genes pipA . snbF et hpaA . ils ont ete localises dans les 
regions contenues entre le g&ne snbA codant pour l'acide 3-hydroxypicolinique AMP 

20 ligase, decrite dans la demande de brevet PCT/FR93/0923 et les genes papA ou snbR . 
Ils ont precisement ete localises par sous-clonages effectues a partir du plasmide 
pVRC900 et du cosmide pIBV2, decrits dans la demande de brevet PCT/FR93/0923. 

En comparant la proteine codee par le gdne hpaA et les sequences proteiques 
contenues dans la banque Genpro, il a 6te mis en evidence une homologie de 30 i 

25 40 % avec un groupe de proteines probablement impliqu^es (Thorson & fll., 1993) 
dans la transamination d'intermediaires de biosynthese de differents antibiotiques 
(DnrJ, EryCl, TylB, StrS, PrgL). La synthese du precurseur 3-HPA qui semble 
deriver de la lysine par une autre voie que la cyclodeamination (voir exemples 1-2 et 
2-1), necessite vraisemblablement une etape de transamination susceptible d'etre 

30 catalysee par le produit de ce g&ie appelS hpaA (SEQ ID n°8). Les resultats de 
mutation realisee dans ce gbne montrent par ailleurs sans equivoque Timplication de 
ce gene dans la synthase du precurseur 3-HPA. 

La comparaison du produit code par le gene dit pipA avec les sequences 
proteiques contenues dans la banque Genpro fait apparaitre une homologie de 30 % 

35 avec Tornithine cyclodeaminase d'A grobacterium tumefasciens (Schindler & al„ 
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1989). Cette enzyme intervient dans la derniere etape du catabolisme de l'octopine; 
elle convertit la ^ornithine en ]>proline par cyclo-deamination. Des auteurs ont 
montr6 par incorporation de lysine marquee, que l'acide 4-oxopipecolique et l'acide 
3-hydroxypicolinique, retrouves aussi bien dans la PI^ que dans la virginiamycine 
5 SI, derivaient de la lysine (Molinero £l al M 1989; Reed et al, 1989). Une reaction de 
cyclodSamination de la lysine similaire a celle decrite pour l'ornithine conduirait & la 
formation d' acide pipecolique. En tenant compte de cette hypothese ce produit a 6te 
appele PipA (SEQ ID n° 5). Les resultats de mutation dans le gene pipA. presentes 
dans les exemples ci-apres, montrent 1'implication du gene pipA dans la seule 

10 synthase de l'acide pipecolique. On note en particulier que cette mutation n'affecte 
pas la biosynth&se de l'acide 3-hydroxypicolinique, qui derive aussi de la lysine et 
dont l'acide pipecolique aurait pu etre un precurseur. 

Enf in, en comparant le produit du gene dit snbF avec les sequences proteiques 
contenues dans la banque Genpro, il a ete note une homologie de 30 a 40 % avec 

15 plusieurs hydroxylases de type cytochrome P450, impliquees dans la biosynthdse de 
metabolites secondares (Omer £i sl, t 1990. Trower £t al„ 1992). Plusieurs 
hydroxylations sont envisageables dans la biosynthese des precurseurs de la 
pristinamycine I, notamment au niveau de la biosynthese du 3-HPA (hydroxylation 
en 3 de l'acide picolinique) et de l'acide 4-oxopipecolique (hydroxylation en 4 de 

20 Tacide pipecolique). La prot&ne correspondante a ete appelee SnbF (SEQ ID n°6). 

Les resultats de mutation dans le gene pipA. avec des effets polaires sur 
l'expression du gene snbF . montrent Timplication du gene snbF dans l'hydroxylation 
du residu acide pipecolique des streptogramines du groupe B. C'est ainsi que 
l'expression du gene snbF est alteree par le biais d'une modification genetique au 

25 niveau du gene pipA . 

Preferentiellement, la ou les modifications genetiques rendent ledit gdne 
partiellement ou totalement incapable de coder pour la proteine naturelle. 

Par modification genetique, on doit entendre plus particulierement toute 
suppression, substitution, deletion, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les 

30 genes consideres. De telles modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de 
TADN isole) ou in situ , par exemple, au moyens des techniques du genie genetique, 
ou encore en exposant lesdits microorganismes a un traitement au moyen d'agents 
mutagenes. Par agents mutagenes, on peut citer par exemple les agents physiques tels 
que les rayonnements energetiques (rayons X, y, ultra violet, etc.), ou les agents 

35 chimiques capables de r§agir avec differents groupements fonctionnels des bases de 
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l'ADN, et par exemple les agents alkylants [ethylm6thane sulfonate (EMS), N- 
methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, N-nitroquinoleine-l-oxyde (NQO)], les agents 
bialkylants, les agents intercalants, etc... Par deletion, on entend toute suppression 
d'une partie ou de la totalite du gene considere. D peut s'agir notamment d'une partie 
5 de la region codant pour lesdites proteines, et/ou de tout ou partie de la region 
promotrice de la transcription, de la traduction ou encore du transcript 

Les modifications g&ietiques peuvent egalement etre obtenues par disruption 
genique, par exemple selon le protocole initialement decrit par Rothstein [Meth. 
Enzymol. Ifll (1983) 202] ou avantageusement par double recombinaison 
10 homologue. Dans ce cas, 1'integralite de la sequence codante sera prSferentiellement 
perturbee pour permettre le cas ech6ant, le ^emplacement, par recombinaison 
homologue, de la sequence genomique sauvage par une sequence non fonctionnelle 
ou mutante. 

Selon une autre alternative de Tinvention, les modifications gen&iques 

15 peuvent consister a placer le ou les genes codant pour lesdites proteines sous controle 
dun promoteur r6gule. 

Les souches de micororganismes mutantes selon la presente invention 
peuvent §tre obtenues a partir de tout microorganisme producteur de streptogramines 
(Cf. tableau V). Selon un mode de realisation particulier de Finvention, il s'agit 

20 d'une souche derivant de S. pristinaespiralis et plus particulierement de S. 
pristinaespiralis SP92. 

A titre de souche mutante preferee dans le cadre de la presente invention, on 
peut plus particulierement citer la souche SP92::pVRC508, mut6e dans la biosynthese 
du precurseur DMPAPA par disruption par simple crossing-over du gene papA ou 

25 encore plus pr6f6rentiellement la souche SP212, mut6e dans la biosynthese du 
precurseur DMPAPA par disruption du gene papA par double recombinaison 
homologue. Ces souches ne produisent plus de PI sauf lorsqu'elles sont 
complementees par le precurseur DMPAPA. De maniere inattendue, lorsqu'un 
precurseur original, different de la DMPAPA et capable aprds, le cas echeant, 

30 metabolisation, d'etre incorpore par la PI synthetase HI (proteine SnbD responsable 
de Incorporation des residus L-proline et DMPAPA) est ajoute au milieu de 
production, ces deux souches deviennent capables de produire de nouvelles 
pristinamycines I ou virginiamycines ou de produire majoritairement un composant 
normalement minoritaire de la PI, notamment la Pig (figure 2). 
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Dans le cadre de la presente invention, deux autres souches mutantes ont ete 
preparees. U s'agit respectivement de la souche SP92pipA::QamR disrupt6e dans le 
gene pipA par recombinaison homologue et la souche SP92hpaA::QamR disruptee 
dans le gene hpaA. La souche SP92pi]2A::Qani^ d'une part, ne produit plus de PI 
5 dans les conditions standards de fermentation et d'autre part, en presence d'acide L- 
pipecolique, permet la forte production d'un composant initialement minoritaire des 
composants B des streptogramines dans lesquels Tacide 4-oxopipecolique est 
remplace par l'acide L-pipecolique. Quant a la souche S. pristinaespiralis SP9 2hpaA :: 
QamR. elle ne produit plus de PI dans les conditions standards de fermentation mais 

10 est capable de produire de nouvelles streptogramines du groupe B, en presence de 
precurseurs originaux. 

En complementant le milieu de culture de souches mutantes selon l'invention, 
avec au moins un precurseur original, il s'avere possible d'orienter la biosynthese soit 
vers de nouvelles streptogramines, soit vers une forme minoritaire d'entre elles, ou 

15 encore de privilegier la formation d'une d'entre elles. 

Les precurseurs mis en oeuvre dans le cadre de la presente invention peuvent 
etre des derives ou analogues d'acides amines et plus particulierement de la 
phenylalanine ainsi que d'acides organiques et notamment d'acides alpha-ceto- 
carboxyliques et plus particulierement des derives d'acide phenylpyruvique. 

20 Bien entendu, le precurseur original est tel qu'il pourvoit a l'alteration voire le 

blocage, induit selon l'invention, au niveau de la biosynhese d'un des precurseurs 
naturels des streptogramines du groupe B et conduit a la synthese de streptogramines. 
Selon tui mode particulier de l'invention, ce precurseur original est choisi de manidre 
a dtre apparent^ au precurseur dont la biosynthese est alteree. Ainsi dans le cas 

25 particulier de mutant bloque dans la biosynthese du DMPAPA, le precurseur original 
est de preference un derive de phenylalanine. 

A titre de precurseurs convenant a Tinvention, on peut notamment citer les 
suivants: 

Phenylalanine, 4-dimethylaminophenylalanine, 4-methylaminophenyialanine, 
30 4-aminophenylalanine, 4-diethylaminophenylalanine, 4-ethylaminophenylalanine, 4- 
methylthiophenylalanine, 4-methylphenylalanine, 4-methoxyphenylalanine, 4- 
trifluoromethoxyphenylalanine, 4-methoxycarbonylphenylalanine, 4- 

chloroph^nylalanine, 4-bromophenylalanine, 4-iodophenylalanine, 

4-trifluoromethylphenylalanine, 4-tert-butylphenylalanine, 4-isopropylphenylalanine, 
35 3-methylaminophenylalanine, 3-methoxyphenylalanine, 3-methylthiophenylalanine, 
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3- fluoro 4-methylphenylalanine, acide L-pip6colique, acide 4-tert- 
butylphenylpyruvique, acide 4-m6thylaminophenylpyruvique, 2- 
naphtylphenylalanine, 4-fluoroph6nylalanine, 3-fluorophenylalanine, 3- 
6thoxyphenylalanine, 2,4-dimethylph6nylalanine, 3,4- 

5 dimethylph6nylalanine, 3-m6thylph6nylalanine, 4 : phenylphenylalanine, 

4- butylphenylalanine, 2-thi6nyl-3-alanine, 34rifluorom6thylphenylalanine, 
hydroxyphenylalanine, 3-ethylaminoph6nylalanine 4- allylaminophfenylalanine, 4- 
diallylaminophenylalanine, 4- allyl ethylaminophenylalanine, 4- ethyl 
propylaminophenylalanine, 4- ethyl isopropylaminophenylalanine, 4- 6thyl 

1 0 mfithylcyclopropylaminophenylalanine, 4- (1-pyrrolidinyl) phenylalanine, 4-0- 
allyltyrosine, 4-0-6thyltyrosine, 4-6thylthiophenylalanine, 4- 

ethylthiom&hylphenylalanine, 4-0-(2-chloro6thyl) tyrosine, 4-acetyl phenylalanine, 
4-§thyl phenylalanine, 3-dim6thylaminophenylalanine, 3-ethoxy phenylalanine, 3- 
fluoro4-methylphenylalanine et 4-aminom§thylphenylalanine. 

15 

Parmi ces precurseurs, les 4-trifluoromethoxyphenylalanine, 3- 
m&hylaminophenylalanine, 3-methyIthioph§nylalanine, 3-fluoro4- 

m6thylphenylalanine, l'acide 4-methylaminophenylpyruvique, 3- 

ethoxyphenylalanine, 4- allylaminophenylalanine, 4- diallylaminophenylalanine, 4- 

20 allyl ethylaininophenylalanine, 4- §thyl propylaminophenylalanine, 4- ethyl 
isopropylaminophenylalanine, 4^thylmethyl-cyclopropylaminophenylalanine, 4-(l- 
pyrrolidinyl) phenylalanine, 4-ethylthiom6thylphenylalanine, 4-0-(2-chloroethyl) 
tyrosine, 3-dimethylaminoph6nylalanine et 3-6thylaminophenylalanine sont nouveaux 
et ont ete prepares et caracterises dans le cadre de la presente invention. lis se 

25 revfilent particuli&rement utiles pour preparer des streptogramines selon Finvention. 

Le procedS revendique s'avere particulierement interessant pour preparer de 
nouvelles streptogramines du groupe B ou encore pour privilegier la formation de 
certaines d'entre elles. A ce titre il est tout particulierement utile pour preparer la PIB. 

30 La presente invention a §galement pour objet une sequence nucleotidique 

choisie parmi : 

(a) tout ou partie des genes papC (SEQ ID n° 2), eseEl(SEQ ID n° 3), pipA 
(SEQ ID n° 5), safcE (SEQ ID n° 6) et hpaA (SEQ ID n° 8), 

(b) les sequences hybridant avec tout ou partie des genes (a) et, 
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(c) les sequences derivees des s&quences (a), et (b) en raison de la 
degenerescence du code genetique. 

Dans le cas particulier des sequences hybrides selon (b), elles codent de 
preference pour un polypeptide implique dans la biosynthese des streptogra mines. 

5 Encore plus preferentiellement, Finvention a pour objet les sequences 

nucleotidiques representees par les genes papC (SEQ ID n° 2), papB (SEP ID n° 3), 
pipA (SEP ID n° 5), snbE (SEQ ID n° 6) et hpaA (SEQ ID n° 8). 

Un autre objet de Finvention concerne tout ADN recombinant comprenant 
un gene papC (SEQ ID n° 2), papB_(SEQ ID n° 3), piB^JSEQ ID n° 5), ssM. (SEQ 
10 IDn°6)ethEaA(SEQIDn 0 8). 

Bien entendu, les sequences nucleotidiques definies ci-dessus peuvent faire 
partie d ! un vecteur de type vecteur d'expression qui peut etre k replication autonome 
ou integratif ou vecteur suicide. La presente invention vise egalement ces vecteurs 
ainsi que toute utilisation d'une sequence selon Finvention ou d'un vecteur 
15 correspondant notamment pour la preparation de metabolites d'interet. Elle se 
rapporte en outre a tout polypeptide resultant de Fexpression d'une sequence 
revendiquee. 

La presente invention concerne egalement toute souche S. pristinaespiralis 
mutee qui possede au moins une modification genetique au niveau d'un des genes 
20 papC (SEQ ID n° 2), patfL(SEQ ID n° 3), jn#L(SEQ ID n° 5), SQbE (SEQ ID n° 6) 
et hpaA (SEQ ID n° 8) et plus preferentiellement les souches SP92pipA::fiamR> 
SP9 2hpa A::Qam^ ainsi que toute souche S. pristinaespiralis possedant une 
modification genetique consistant en une disruption du gene papA par double 
recombinaison homologue telle que SP212. 

25 

Les associations d'un composant des streptogramines du groupe A et d'un 
compose de formule generale I, selon Finvention, constituent des compositions 
particulierement interessantes sur le plan therapeutique. Elles sont notamment 
employees pour les traitements d'affections dues a des bacteries Gram-positifs (du 
30 genre Staphylocoques, Streptocoques, Pneumocoques, Enterocoques) et Gram- 
negatifs (du genre Haemophilus, Gonocoques, Meningocoques). C'est ainsi que les 
composes selon Finvention synergisent Faction antibacterienne de la pristinamycine 
IIB sur Staphylococcus aureus IP8203 in vivo chez la souris, a des doses 
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principalement comprises entre 30mg/kg et lOOmg/kg par voie orale, lorsqu'ils sont 
associes dans des proportions PI /PII de 1'ordre de 30/70. 

La presente invention s'etend a toute composition pharmaceutique contenant au 
moins tin compose de formule generate I en association ou non avec tine 
5 streptogramine du groupe A, 

Les exemples figurant ci-apr&s sont presentes a titre illustratif et non limitatif de 
la presente invention. 

10 USTPPFSHqVREg, 

Figure 1 : Structure de ia pristinamycine 

Figure 2 : Structure des composants minoritaires de la pristinamycine I. 

Figure 3 : Autres exemples de structures de composants B des streptogramines. 

Figure 4 : Representation de la region Pstl- Xhol de 2,9 kb. 
15 Figure 5 : Representation de la region Xho I-PstI de 4,5 kb. 

Figure 6 : Representation de la region Hindlll- Bgl ll de 1,6 kb. 

Figure 7 : Representation de la region B gl ll- Xhol d'environ 10 kb. 

Figure 8 : Representation du plasmide pVRC415. 

Figure 9 : Representation du plasmide pVRC420. 
20 Figure 10 : Representation du plasmide pVRC411. 

Figure 11 : Representation du plasmide pVRC421. 

Figure 12: Representation du plasmide pVRC414. 

Figure 13: Strategic de construction de SP212. 

25 EXEMPLE 1: Sequengage et identification de genes impliques dans la 

biosynthese de la pristinamycine I et de ses precurseurs. 

Identification par sequen§age des genes situes en aval et en amont du gene 
codant pour Tenzyme PapA decrite dans le brevet PCT/FR93/0923, ainsi que d'un 
30 gene situe en aval du g&ie codant pour lenzyme SnbA, egalement decrite dans le 
brevet PCT/FR93/0923. 

Cet exemple decrit comment a partir du cosmide pIBV2 f decrit dans le brevet 
PCT/FR93/0923, et contenant les genes de structure des enzymes PapA et PapM, 
intervenant dans la synthese du precurseur 4^imethylamino-L-ph6nylalanine 
35 (DMPAPA) de la pristinamycine I et le gene de structure de l'enzyme SnbA 
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responsable de l'activation du precurseur aromatique de la pristinamycine I, Facide 3- 
hydroxypicolinique (3-HPA), il s'est avere possible d'identifier par s6quen$age autour 
de ces gdnes et etude des mutants correspondants, d'autres genes impliqufes dans la 
biosynthese du precurseur DMPAPA, ou dans la biosynthese d'autres precurseurs de 
5 la pristinamycine I. 

Dans ce but, des sous-clonages ont et6 effectues a partir du cosmide pIBV2, et 
du plasmide pVRC900, derive de pIBV2 par une deletion Hindm, et egalement decrit 
dans le brevet PCT/FR93/0923. 

Cet exemple illustre comment les sequences nucleotidiques de fragments situes 
10 en aval et en arnont des genes papA et snbA de S. pristinaespiralis peuvent etre 
obtenues. 

Les techniques de clonage des fragments d'ADN d'interet dans les vecteurs 
M13mpl8/19 (Messing & aL. 1981) sont les techniques classiques de clonage dans 
Escherichia coli et sont decrites dans Maniatis £l al (1989). 

15 

1-1 Sequence et analyse de la region en aval du gene papA. 

Pour sequencer cette region, contenue entre les genes papA et papM . les 

20 fragments EslI-EstI de 1,5 kb, EsiI-22lQl de 0,7 kb et de 0,7 kb ont ete 

sous-clones dans les vecteurs M13mpl8 et M13mpl9 a partir du plasmide pVRC900. 
Les sites de clonages ont ete traverses par sequengage sur ADN double brin, en 
utilisant les plasmides pVRC900 et pVRC409 decrits dans le brevet PCT/FR93/0923. 
Les clonages ont ete realises comme suit Environ 2 fig du plasmide pVRC900 ont ete 

25 coupes par les enzymes de restriction Esfl et/ou Xho l (New England Biolabs) dans les 
conditions preconisees par le foumisseur. Les fragments de restrictions ainsi obtenus 
ont ete separes sur gel d'agarose 0,8% et les fragments d'interet, Esil-EslI de 1,5 kb, 
Pstl-Xhol de 0,7 kb et Xhol-Xhol de 0,7 kb ont ete isotes et purifies par Geneclean 
(BiolOl, La Jolla, Californie). Pour chaque clonage, environ 10 ng de M13mpl9 

30 et/ou M13mpl8 coupes par E&I et/ou 23lQl, ont ete ligatures avec 100 ng du 
fragment a doner, dans les conditions decrites par Maniatis £l al- 1989. Aprds 
transformation de la souche TGI (K12, &(lac-pro) supE thi hsd AS F traD36 
/?roA + B + lacVi lacZ AM15; Gibson, 1984) et selection des plages de lyse sur milieu 
LB + X-gal + IPTG, selon la technique decrite par Maniatis & al- (1989), les phages 

35 portant les fragments souhaites ont ete isoles. Les differents inserts ont ete sequences 
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par la methode de reaction de terminaison de chaine en utilisant comme amorce de 
synthase le primer universel ou des oligonucleotides synthetiques et complementaires 
d'une sequence de 20 nucleotides de l'insert a sequencer. Les reactions ont ete faites 
en utilisant des dideoxynucl6otides fluorescents (PRISM Ready Reaction DyeDeoxy 
5 Terminator Cycle Sequencing Kit- Applied Biosystem) et analysees sur un sequenseur 
d'ADN de type Applied Biosystems Model 373A. Le recouvrement entre ces 
differents inserts a permis d'etablir la sequence nucleotidique totale pr6sente entre les 
genes papA et papM (SEP ID N°l). 

A partir de cette sequence nucleotidique, il est possible de determiner les phases 
10 ouvertes de lecture et d'identifier ainsi des genes impliques dans la biosynth&se de la 
PI ou de ses precurseurs chez S* pristinaespiralis ainsi que les polypeptides codes par 
ces genes. 

Nous avons recherche la presence de phases ouvertes de lecture au sein du 
fragment Pstl -Xhol de 2,9 kb contenant la sequence nucleotidique entre les genes 

15 papA et papM. en utilisant le fait que FADN des Streptomyces presente un haut 
pourcentage en bases G et C ainsi qu'un fort biais dans 1'usage des codons qui 
composent les phases codantes (Bibb £t si. 1984). La methode de Staden et Mc 
Lachlan (1982) permet de calculer la probabilite des phases codantes en fonction de 
1'usage des codons de genes de Streptomyces deja sequences et rassembles dans un 

20 fichier contenant 19673 codons obtenu k partir du serveur informatique BISANCE 

(Dessengtal. 1990). 

Cette methode a permis de caracteriser au sein du fragment Pstl -Xho l de 2,9 
kb, quatre phases ouvertes de lecture f ortement probables qui sont repr6sent6es dans 
le tableau suivant (TABLEAU I). Elles sont nommees phases 1 a 4 d'apres leur 

25 position a partir du site Pstl . Pour chacune, on a indiquS leur longueur en bases et 
leur position au sein du fragment (le site Pst l etant situe a la position 1); pour les 
phases ouvertes de lecture 2 et 3, a ete egalement indiquee la taille en acides amines 
du polypeptide code. Les phases 1, 3 et 4 sont codees par le meme brin et la phase 2 
par le brin complementaire (figure 4). Les phases 1 et 4 correspondent 

30 respectivement a la region C-terminale de la proteine PapA et N-terminale de la 
proteine PapM precedemment identif iees et decrites dans le brevet PCT/FR93/00923. 



WO 96/01901 



PCT/FR95/00889 



18 



fNumero ue la pnase 
et/ou nom du gene 


Jrusinon 


nucleotides 


i\omore a aciaes 
amines 


1 (PapA) 


1-684 


684 




2(PapC)(inv) 


949-1836 


888 


296 


3 (PapB) 


1873-2259 


387 


129 


4 (PapM) 


2259-2887 


629 





TABLEAU I 



5 La comparaison du produit de la phase 2 (TABLEAU I) avec les sequences 

proteiques contenues dans la banque Genpro fait apparaitre une homologie de 27 % 
avec la region impliquee dans 1'activite prephdnate dehydrogenase des proteines 
bifonctionnelles TyrA d' E. coli (Hudson et Davidson, 1984) et d* Erwinia herbicola 
(EMBL data library, 1991). Cette region de TyrA catalyse raromatisation du 
10 prephenate en 4-hydroxyphenylpyruvate dans la biosynthese de la tyrosine. Une 
aromatisation similaire a partir du 4-deoxy 4-amino prephdnate conduisant au 4- 
amino phenylpyruvate intervient tres vraisemblablement dans la synthese de la 
DMPAPA. Cette reaction serait catalysee par le produit de la phase 2, appele PapC 
(SEQ ID n°2). 

15 

La comparaison du produit de la phase 3 (TABLEAU I) avec les sequences 
proteiques contenues dans la banque Genpro fait apparaitre une homologie de 24 a 30 
% avec la region impliquee dans 1'activite chorismate mutase des proteines 
bifonctionnelles TyrA et PheA d' E. coli (Hudson et Davidson, 1984) et de la 
20 proteine TyrA d* Erwinia herbicola . Cette region catalyse V isom&isation du 
chorismate en prephenate dans la biosynthese de la tyrosine et de la phenylalanine. 
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Une isomerisation similaire a partir du 4-deoxy 4-amino chorismate conduisant au 4- 
deoxy 4-aminoprephenate intervient tres vraisemblablement dans la synthese de la 
DMPAPA. Cette reaction serait catalysee par le produit de la phase 3, appeie PapB 
(SEQIDn°3). 

5 Dans le cas de TyrA et PheA les activites chorismate. mutase et prephenate 

dehydratase ou prephenate dehydrogenase sont catalysees par la rneme proteine. Chez 
S. pristinaespiralis. les activites enzymatiques chorismate mutase et prephenate 
dehydrogenase sont catalysees par deux proteines separees, PapB et PapC 
respectivement 

10 Les homologies de sequences mises en evidence pour les proteines PapB et 

PapC, montrent que ces deux proteines sont impliquees dans la biosynthese du derive 
aromatique DMPAPA, conjointement avec les proteines PapA et PapM. De meme 
que pour papA la disruption des genes papB et papC doit conduire a la construction 
de souches de S. pristinaespiralis incapables de produire de la PI mais susceptibles de 

15 produire en presence de precurseurs originaux de nouvelles PI modifiees au niveau 
du residu DMPAPA. 

1-2. Sequencage et analyse de la region en amont du gene oaoA. 

20 

Cette region est contenue entre le gene snbA codant pour 1'acide 3- 
hydroxypicolinique-AMP ligase, decrite dans le brevet PCT/FR93/00923 et le gene 
papA . 

Les clonages ont ete realises comme decrit dans Texemple 1-1, a partir du 
25 plasmide pVRC900 et du cosmide pIBV2 decrits dans le brevet PCT/FR93/00923. 
Les fragments Xhol-Xhol de 1,3 kb, Xhol-Xhol de 0,2 kb, 22lfiI-22lQl de 3,3 kb, 
Hind m-Pstl de 1,1 kb et Pstl-PstI de 2,2 kb ont ete sous-clones dans les vecteurs 
M13mpl8 et M13mpl9. Ces differents clonages ont permis de traverser tous les sites 
de clonage. Les differents inserts ont ete sequences comme decrit en 1-1, en utilisant 
30 comme amorce de synthese le primer universel ou des oligonucleotides synthetiques, 
compiementaires tfune sequence de 20 nucleotides de l'insert a sequencer, 

Le recouvrement entre ces differents inserts a permis d'etablir la sequence 
nucieotidique totale presente entre les genes snbA et papA (SEQ ID n° 4). 

A partir de cette sequence nucieotidique, il est possible de determiner les phases 
35 ouvertes de lecture et d'identifier des gdnes impliques dans la biosynthese des 
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precurseurs de la PI de S. pristinaespiralis ansi que les polypeptides codes par ces 
genes. 

Nous avons recherche la presence de phases ouvertes de lecture au sein du 
fragment XhoI -PstI de 4,5 kb contenant la sequence nucleotidique entre les genes 
5 snbA et papA. comme decrit dans Texemple 1,1. Cette methode a permi de 
caracteriser au sein du fragment XhoI -PstI de 4,5 kb, quatre phases ouvertes de 
lecture f ortement probables qui sont representees dans le tableau suivant (TABLEAU 
II). Elles sont nominees phases 1 a 4 d'apres leur position a partir du site Xho L Pour 
chacune, on a indique leur longueur en bases et leur position au sein du fragment (le 
10 site ? ffioI 6tant situe a la position 1); pour les phases ouvertes de lecture 2 et 3, on a 
egalement indiquS la taille en acides amines du polypeptide code. Les phases 2, 3 et 4 
sont codees par le meme brin et la phase 1 par le brin complementaire (figure 5). Les 
phases 1 et 4 correspondent respectivement aux regions N-terminales des proteines 
SnbA et PapA precedemment identifies et decrites dans le brevet PCT/FR93/00923. 

15 



Numero de la 
phase et/ou nom 
du gene 


Position 


nombre de 
nucleotides 


nombre d'acides 
amines 


1 (SnbA)(inv) 


1-329 


329 




2 (PipA) 


607-1671 


1065 


355 


3 (SnbF) 


1800-2993 


1194 


398 


4 (PapA) 


3018-4496 


1479 





TABLEAU II 



20 La comparaison du produit de la phase 2 (TABLEAU II) avec les sequences 

proteiques contenues dans la banque Genpro fait apparaitre une homologie de 30 % 
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avec Tonuthine cyclodeaminase d' Agrobacterium tumefasciens (Schindler fit aL, 
1989). Cette enzyme intervient dans la derniere etape du catabolisme de l'octopine; 
elle convertit la L-ornithine en L-proline par cyclo-deamination. Des auteurs ont 
montre par incorporation de lysine marquee, que l'acide 4-oxopipecolique et 1' acide 
5 3-hydroxypicolinique, retrouves aussi bien dans la PI a que dans la virginiamycine 
SI, d£rivaient de la lysine (Molinero £t aL, 1989; Reed fit aL, 1989). Une reaction de 
cyclodeamination de la lysine similaire a celle decrite pour 1' ornithine conduirait a la 
formation d 1 acide pipecolique. En tenant compte de cette hypothdse le produit de la 
phase 2 a ete appete PipA (SEQ ID n° 5). Les resultats de mutation dans le gene 
10 pipA . pr6sent6s en 2-1, montrent Implication du gene pipA dans la seule synthese de 
l 1 acide pipecolique car cette mutation n' affecte pas la biosynth&se de l'acide 3- 
hydroxypicolinique, qui derive aussi de la lysine et dont l'acide pipecolique aurait pu 
gtre un precurseur. 

La comparaison du produit de la phase 3 (TABLEAU II) avec les sequences 
15 protdiques contenues dans la banque Genpro fait apparaitre une homologie de 30 k 40 
% avec plusieurs hydroxylases de type cytochrome P450 impliquees dans la 
biosynthese de metabolites secondares (Omer fit al» 1990. Trower fit al„ 1992). 
Plusieurs hydroxylations sont envisageables dans la biosynthese des precurseurs de la 
pristinamycine I, notamment au niveau de la biosynthese du 3-HPA (hydroxylation 
20 en 3 de l'acide picolinique) et de l'acide 4-oxopipecolique (hydroxylation en 4 de 
l'acide pipecolique). Les resultats de mutation dans le gene pipA . presentes en 2-1-3, 
montrent l'implication du produit de la phase 3 dans V hydroxylation du residu acide 
pipecolique de la Pig. Le gene correspondant a done ete appele snbF et la proteine 
correspondante SnbF (SEQ ID n°6). 

25 

1-3. Sequencage d e la region en aval du gene snbA. 

Cette region est comprise entre le gene snbA codant pour l'acide 3- 
hydroxypicolinique-adenylate-ligase et le gene snbR . codant pour une proteine 
30 membranaire probablement responsable du transport et de la resistance a la PI, toutes 
deux decrites dans le brevet PCT/FR93/00923. Les sequences ont ete r6alis§es a 
partir d'un fragment isote du cosmide pEBV2, comme decrit dans l'exemple 1-1. 

Le fragment Hind lll- Bgl ll de 1,6 kb a ete sous-clone dans les vecteurs 
M13mpl8 et M13mpl9, a partir du cosmide pIBV2. L' insert a ete sequence comme 
35 decrit en 1-1, en utilisant comme amorce de synthese le primer universel ou des 
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oligonucleotides synthetiques, comptementaires d'une sequence de 20 nucleotides de 
Tinsert a sequencer. A partir de la sequence nucleotidique ainsi obtenue (SEQ ID 
n°7), il est possible de determiner les phases ouvertes de lecture et d'identifier des 
genes impliques dans la biosynthese des precurseurs de la PI de £• pristinaespiralis 
5 ainsi que les polypeptides codes par ces genes. Nous avons recherche la presence de 
phases ouvertes de lecture au sein du fragment HindH I- Bgi n de 1,6 kb 
correspondant a la fin du gene snbA et a sa region aval, comme decrit dans Texemple 
1-1. Une phase ouverte complete codee par le meme brin que le gene snbA (figure 6), 
a ete mise en evidence. Par rapport a la position 1 correspondant au site Hindl lL cette 

10 phase demarre au nucleotide 249, 30 nucleotides apres la fin du gene snbA. et se 
termine au nucleotide 1481. Sa taille est de 1233 nucleotides correspondant a une 
proteine de 411 acides amines. 

La comparaison du produit de cette phase ouverte avec les sequences 
proteiques contenues dans la banque Genpro fait apparaitre une homologie de 30 a 40 

15 % avec un groupe de proteines probablement impliquees (Thorson £t aL, 1993) dans 
la transamination d'intermediaires de biosynthese de differents antibiotiques (DnrJ, 
EryCl, TylB, StrS, PrgL ). La synthese du precurseur 3-HPA qui semble deriver de 
la lysine par une autre voie que la cyclodeamination (voir exemples 1-2 et 2-1), 
pourrait necessiter une etape de transamination susceptible d'etre catalysee par le 

20 produit de cette phase 3, appele HpaA (SEQ ID n°8). Les resultats de mutation dans 
ce gene, presentes en 2-2, montrent sans equivoque l'implication de ce gene dans la 
synthese du precurseur 3-HPA et confirment notre hypothdse. 

Les gdnes papB. papC pipA. snbF et hpaA decrits dans la presente invention 
25 sont regroupes avec les genes snbA. papA. et papM sur une region chromosomique 
de environ 10 kb (figure 7). Ceci confirme la presence d'un cluster de genes 
impliques dans la biosynthese de la P I et de ses precurseurs. Letude des regions en 
amont et en aval de ce cluster devrait permettre d'identifier les autres genes de 
biosynthese des precurseurs de la PI, notamment de la L-ph6nylglycine et de Tacide 
30 L-2-aminobutyrique. / 

EXEMPLE 2: Construction de souches recombinees par disruption des 
genes identifies. 

35 
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Cet exemple illustre comment il est possible de mettre en evidence l'implication 
des genes decrits dans 1'exemple 1, dans la biosynthese des precurseurs des 
pristinamycines, ainsi que de construire des souches de 3. pristinaespiralis capables 
de produire de nouvelles pristinamycines. Ces souches sont obtenues en disruptant les 
5 genes impliques dans la biosynthese du residu que Ton veut substituer ei les nouvelles 
pristinamycines sont produites en complementant ces mutants par des precurseurs 
originaux. 

La souche SP92::pVRC508 utilisee dans la presente invention pour produire de 
nouveaux derives de PI en remplagant le precurseur DMPAPA par d'autres 

10 molecules, est decrite dans le brevet PCT/FR93/0923. Elle resulte de la disruption par 
simple crossing-over du gene papA impliqu6 dans la biosynthese du precurseur de la 
DMPAPA et suppose intervener dans une etape precoce concernant la transamination 
du chorismate. Cette disruption a un caractere polaire puisque, dans ce mutant, 
1'expression du gene papM (PCT/FR93/0923), situe 1,5 kb en aval du gene papA et 

15 impliquS dans la double methylation de la 4-amino-L-phenylalanine en DMPAPA, 
est 

tres reduite. En effet le dosage de l'activite de l'enzyme de methylation SAM- 
dependante de la 4-amino-L^ph§nylalanine (PAPA) en DMPAPA indique pour le 
mutant SP92::pVRC508 une activity inf&ieure a 5% de Y activity de la souche 
20 sauvage. 

Dans la presente invention cette souche SP92::pVRC508 permet dans des 
conditions de fermentation et de complementation adequates de produire de nouvelles 
pristinamycines, modifiees au niveau du residu DMPAPA, comme il sera presente 
dans T exemple 3. Des mutants de meme phenotype peuvent etre obtenus par 
25 disruption des genes papB ou papC decrits dans la presente invention. 

D'une maniere similaire, un autre type de souche de S* 

pristinaespiralis. disruptee dans le gdne pap A et possedant le meme phenotype que la 
souche SP92::pVRC508, a et£ obtenue par disruption par double crossing over du 

30 gene papA. Cette construction a ete realisee a partir d'un fragment Sphl -HindHI de 
4,6kb, isole du cosmide pIBV2 et contenant la region 3 1 du gene jngA, les genes snfcF 
et papA en entier ainsi que la partie 3* du gene papC. Ce fragment a 6t6 clone dans le 
vecteur suicide pDH5, capable de se repliquer seulement chez E. coli, mais portant un 
marqueur de resistance s'exprimant chez Streptomyces (le g&ne de resistance au 

35 thiostrepton ou au nohiheptide, fit). Ce vecteur pDH5 a ete deveioppe par Wohlebben 
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et al . (1991 Nucleic Acid. Res. 19, 727-731). Une deletion Bcll-Bcll de 1,1 kb a 
ensuite 6te realisee dans le gene_papA et un fragment HindlH- Hindn i de 2,2 kb 
portant le gene amR (resistance a la g£n6ticine et & l'apramycine) a 6t£ introduit apr&s 
remplissage des extremitfes cohesives. Le vecteur recombinant a ete appele pVRC414 
5 et est present^ en figure 12. Apr&s transformation de la souche productriee de 
pristinamycines par le plasmide pVRC414 des transformants rfesistants k la 
geneticine et sensibles au thiostrepton ont et6 isoles et analyses. Ces clones rfisultent 
d'une double recombinaison homologue entre les regions d'ADN de S. 
pristinaespiralis du plasmide pVRC414 et la region chromosomique de S. 

10 pristinaespiralis correspondante telle que decrite en figure 13. Un de ces clones a 6t6 
appele SP212. Son phenotype est identique a celui de la souche SP92::pVRC508 en 
ce qui concerne la non production de PI et sa capacite a produire de nouveaux 
antibiotiques en presence de precurseurs originaux. Avantageusement, ce type de 
souche, obtenue par double crossing over, presente une meilleure stabilite 

15 comparativement aux souches obtenues par simple crossing-over. 

2-1. Construction d'un mutant de S.pristinaespiralis SP92 disrupte dans le gene 

20 Cet exemple illustre comment il est possible par disruption du gene pipA de 

construire une souche de S.pristinaespiralis SP92 qui ne produit plus de PI dans les 
conditions standards de fermentation et qui est capable de produire de nouvelles 
pristinamycines, modifiees au niveau du residu acide 4-oxopipecolique de la PIA, 
lorsque des precurseurs originaux sont ajoutes a la fermentation. 

25 

Sa construction a ete realisee & Taide d'un vecteur suicide se rfepliquant chez 
Rcoli seulement, le vecteur pUC1318. Ce vecteur ne porte pas de marqueur de 
resistance s'exprimant chez Streptomyces. Sa presence dans le genome de 
Streptomyces ne peut etre detectee que par hybridation sur colonies. 

30 

2-1-1. Construction du plasmide pVRC420: 

Cet exemple illustre comment il est possible de construire un plasmide ne se 
rfcpliquant pas chez S.pristinaespiralis SP92, qui peut etre utilise pour disrupter par 
35 double recombinaison homologue le gene pipA . 
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Le plasmide pVRC420 a ete construit pour realiser le mutant chromosomique 
SP92 disrupte dans le gene pipA a partir du cosmide pIBV2 decrit dans le brevet 
PCT/FR93/0923. Le cosmide pIBV2 a ete coupe par l'enzyme de restriction EsU et 
5 apres separation des fragments ainsi generes par electrophorese sur gel d'agarose a 
0,8 %, un fragment fstl-Pstl de 2,8 kb, contenant le debut des genes snbA et snbF e t 
la totalite du gene pipA a 6te isole et purifie par Geneclean (BiolOl, La Jolla, 
Californie). 50 ng du vecteur pUC1318 linearises par une digestion EslI, ont €te 
ligues avec 200 ng du fragment de 2,8 kb, comme decrit dans 1'exemple 1. Un clone 

10 portant le fragment souhaite a ete isol§ apres transformation de la souche TGI et 
selection sur milieu LB + ampicilline 150 (ag/ml + X-gal + IPTG. Le plasmide 
recombinant a nomme pVRC415 (figure 8), Une cassette contenant le gdne 2m R , 
codant pour la resistance a Tapramycine ou a la geneticine (Kuhstoss £l al., 1991) a 
ete alors introduite au site unique Hindi n du plasmide pVRC415, ce site etant situe 

15 530 pb en aval du demarrage du gSne pipA . Cette construction a ete realisee comme 
suit Un fragment d'ADN de 2,5 kb contenant le g£ne MQ R » le promoteur PermE 
(Bibb £t flL4985) ainsi que les 158 premiers acides amines du gene de resistance a 
1'erythromycine, ermE a &6 isol6 par tine double digestion Sall-B gl ll a partir d'un 
plasmide derive des plasmides pD4026 (plasmide porteur du gene ermE sous controle 

20 du promoteur PermE) et pHP45fiam R Apres remplissage des extremites cohesives 
5' sortantes Sai l et B gin par Tenzyme Klenow selon le protocole decrit par Maniatis 
et al. 1989, le fragment contenant le gene sm R a 6t6 clone au site Hindin du 
plasmide pVRC415, dont les extr6mit6s cohesives 5' sortantes avaient ete egalement 
remplies par Y enzyme Klenow, comme decrit precedemment. Le plasmide 

25 recombinant ainsi obtenu a ete appele pVRC420. Sa carte de restriction est presentee 
figure 9. 

2-1-2. Isolement du mutant SP92pipA::Q2m R > disrupt^ dans le gene pjjpA par 
recombinaison homologue. 

30 

Cet exemple illustre comment le mutant de S.pristinaespiralis SP92 disrupt^ 
dans le gene pipA a et6 construit 

Ce mutant a 6t6 isolfe par transformation de la souche SP92 avec le plasmide 
suicide pVRC420. 
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La preparation des protoplastes, leur transformation ainsi que l'extraction 
d'ADN total des souches recombinees ont ete r§alisees comme d6crit par Hopwood £t 
al (1985). 

La souche SP92 a ete cultivee en milieu YEME (Hopwood & al, 1985), 34% 
5 de sucrose, 5 rnM MgCl2, glycine 0,25% pendant 40 heures h 3Q°C. Le mycelium a 
et6 protoplastise en presence de lysozyme et 5 X 1 |ig de pVRC420 ont et6 utilises 
pour la transformation (par la methode utilisant le PEG) des protoplastes. AprSs une 
nuit de regeneration des protoplastes sur milieu R2YE (D. Hopwood £t al 1985), les 
recombinants ont ete selectionnes par etalement de 3 ml de milieu SNA (D. Hopwood 

10 £t al 1985) contenant 1500 fig/ml de geneticine. 

Sur les 5 transformations realisees 100 clones resistants a la geneticine ont ete 
isoles. Ces recombinants resultent de Integration par simple ou double 
recombinaison homologue entre le gene pipA porte par le chromosome de la souche 
SP92 et les parties du g&ne pipA contenues dans le fragment de 5,3 kb porte par le 

15 plasmide suicide pVRC420. Pour selectionner les recombinants obtenus par double 
crossing-over (c ! est a dire ne contenant pas dans leur genome la partie pUC1318 du 
plasmide pVRC420), des hybridations sur colonies de 90 clones ont ete realisees avec 
comme sonde le pUC19 marque au [tx- 32 P]dCTP, comme decrit dans Maniatis fit al, 
(1989). 10 clones resistants a la geneticine mais n* hybridant pas le vecteur pUC19 

20 ont ete selectionnes. Les spores des recombinants ont ete isolees par etalement et 
croissance sur milieu HT7 + 10 |ig/ml de geneticine, et reetalees sur le meme milieu 
pour obtenir des colonies isolees. Afin de verifier la position de l'int6gration du 
plasmide pVRC420, differents Southerns de TADN total de plusieurs clones 
recombinants, purifi&s comme decrit par Hopwood et al. 1985, ont 6t6 n§alis6s et 

25 hybrides avec le fragment Pstl-PstI de 2,8 kb utilisfe comme sonde aprds marquage au 
[a- 32 P]dCTP. Les resultats confirment que ces recombinants ont ete obtenus par 
double crossing-over entre le vecteur pVRC420 et le chromosome de la souche SP92, 
aboutissant au ^emplacement du fragment Estf-Estl de 2,8 kb, contenant le g&ie pipA 
par un fragment Pstl-PstI de 5,3 kb contenant le gene pipA disrupte par Tintroduction 

30 du gene am R . Un de ces mutants a ete nomme SP92pipA::Qam R . 



2-1-3. Production de pristinamycines par le mutant SP92pipA::Qam R 
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Cet exemple illustre comment il est determine que le mutant de 
S.pristinaespiralis SP92 disrupte dans le g&ne pipA par 1'integration du plasmide 
pVR420 d'une part ne produit plus de PI dans les conditions standards de 
fermentation et d'autre part permet la forte production d'une forme minoritaire des 
5 composants B des streptograniines dans lesquels l'acide 4-oxopipcColique est 
remplace par l'acide pipecolique. 

Le mutant SP92 pjp A::QamR ainsi que la souche SP92, en tant que souche 
t6moin, ont 6te cultivfes en milieu de production liquide. La fermentation a ete 

10 realisee comme suit : 0,5 ml d'une suspension de spores de la souche precitee sont 
ajoutes en conditions steriles a 40 ml de milieu inoculum dans un erlen chicane de 
300 ml. Le milieu inoculum est constitue par 10 g/l de Corn Steep, 15 g/1 de 
saccharose, 10 g/l de (NH4)2S04, 1 g/l de K2HPO4, 3 g/l de NaCl, 0,2 g/l de MgS04- 
7H2O et 1,25 g/l de CaCC>3. Le pH est ajuste a 6.9 par de la soude avant 

15 rintroduction du carbonate de calcium, Les erlens sont agites pendant 44 h & 27°C sur 
un agitateur rotatif a la vitesse de 325 rpm. 2J5 ml de la culture precedente agee de 44 
h sont ajoutes sterilement a 30 ml de milieu de production dans un erlen de 300 ml. 
Le milieu de production est constitue par 25 g/l de f arine de soja, 7,5 g/l d'amidon, 
22,5 g/l de glucose, 3,5 g/l de levure fourragSre, 0,5 g/l de sulfate de zinc et 6 g/l de 

20 carbonate de calcium, Le pH jest ajuste a 6,0 par de l'acide chlorhydrique avant 
l'introduction du carbonate de calcium. Les erlens sont agites pendant 24, 28 et 32 
heures a 27°C. A chaque temps, 10 g de mout sont peses dans un erlen lisse , 
auxquels sont ajoutes 20 ml de phase mobile composee de 34 % d'ac&onitrile et 66 % 
d'une solution de 0,1 M de KH2PO4 (ajuste a pH 2,9 par H3PO4 concentre) 

25 permettant 1'extraction des pristinamycines. Apres agitation, le tout est centrifuge et 
les pristinamycines contenues dans le surnageant sont dosees par CLHP en injectant 
150 |jl du surnageant de centrifugation sur une colonne Nucleosil 5-C8 de 4,6 x 150 
mm elu§e par un melange de 40 % d'acetonitrile et de 60 % de tampon phosphate 0,1 
M pH 2,9. Les pristinamycines I sont detectees grace a leur absorbance UV a 206 nm. 

30 

Les resultats ont montre que dans les conditions de fermentation rSalisees, le 
mutant SP92pipA::Qam R n 1 a pas produit de PI, ceci a 24, 28 et 32 hrs de 
fermentation, alors que le temoin SP92 a produit pour les 3 temps testes, une quantity 
standard de PI, Pour les deux souches, la quantite de PII produite est restee la meme, 
35 Le mutant SP92pipA::Qam R est bien bloque dans une etape de biosynthese de la PL 
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Des tests complementaires de fermentation ont ete realises en ajoutant au bout de 16 
heures a la culture en milieu de production, les differents precurseurs de la PI, 
separement ou ensemble. Les resultats de ces complementations ont permis de 
montrer que lorsqu 1 on ajoute au milieu de fermentation 100 mg/1 d' acide pipecolique 
5 et 100 mg/1 de DMPAPA, simultanement, le mutant produit un derive normalement 
mineur de la PI, la Pig (dont la quantite produite est inferieure a 5 % chez SP92), a 
un niveau equivalent a la production de PI^ par la souche temoin. Cette production n' 
a pas lieu si P acide pipecolique et le DMPAPA sont ajoutes separement La Pig 
differe de la PI a (composant majeur de la PI) par Pabsence de la fonction cetone en 4 

10 sur P acide pipecolique. Le fait que la complementation du mutant SP92pipA::Qflni R 
ne puisse etre realisee qu 1 en ajoutant simultanement Pacide pipecolique et la 
DMPAPA, indique que les genes papA et probablement papB et papM ont et§ 
disruptes par effet polaire de la construction. En effet, tous ces genes sont situes en 
aval de pipA . et sont probablement cotranscrits avec pipA. La disruption de ce 

15 dernier entraine done la disruption des g&ies pap et par consequence Pabsence de 
synthase de la DMPAPA. Le fait que la complementation du mutant SP92pipA::Q 
am R par P acide pipecolique, entraine la production de Pl£ et non de PI a, conduit 4 
deux conclusions : la premiere est que la construction du cycle de la PI se fait par 
incorporation de Pacide pipecolique et non de P acide 4-oxopipecolique, et qu' une 

20 hydroxylation generant la fonction cetone en 4 a alors lieu ulterieurement La 
deuxieme est que cette hydroxylation est probablement realisee par Penzyme SnbF, 
dont le gene de structure se situe directement en aval du gene pipA . En effet, la 
polarity 6vidente de la disruption du gene pipA. sur les genes pap, implique 
probablement un effet polaire sur le gene snbF. situe entre pipA et les genes pap, qui 

25 se traduit par Pinhibition de la fonction d'hydroxylation du residu acide pipecolique 
de la PIe en acide 4-hydroxypipecolique retrouve dans les Pip et PIq (figure 2) puis 
oxyde en acide 4-oxopipecolique dans la Pl^. 

La realisation d ! un tel mutant a permis de construire une souche de S* 
pristinaespiralis incapable de produire de la PI sauf en presence des precurseurs de 

30 PI, DMPAPA et acide pipecolique, a partir desquels elle est capable de produire en 
quantite equivalente a la souche de depart un derive de PI normalement minoritaire 
dans le melange de pristinamycine. De meme en presence de precurseurs originaux 
ou d'un melange de precurseurs originaux et des precurseurs normalement presents 
dans la PI, cette souche pourra produire de nouvelles pristinamycines, modif i6es dans 

35 Pun ou Pautre ou dans les deux residus DMPAPA et acide 4-oxopip6colique, 
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2-2. Construction d'un mutant de S. pristinaespiralis SP92 disrupte dans le gene 

ftpaA . 

5 

Cet exemple illustre comment il est possible par disruption du gene hpaA de 
construire une souche de S.pristinaespiralis SP92 qui ne produit plus de PI dans les 
conditions standards de fermentation et qui est capable de produire de nouvelles 
pristinamycines, modifiees au niveau du precurseur 3-HPA, lorsque des precurseurs 
10 originaux sont ajoutes a la fermentation. 

Sa construction a ete realisee a V aide d'un plasmide ne se rSpliquant pas chez 
S.pristinaespiralis SP92, qui peut etre utilise pour disrupter par double recombinaison 
homologue le gene hpaA. 

15 

2-2-1. construction du plasmide suicide pVRC421 

La construction du plasmide pVRC421 a ete realisee a 1'aide d'un vecteur 
20 suicide, capable de se repliquerchez E.coli seulement, mais portant un marqueur de 
resistance s'exprimant chez Streptomyces, le gfene de resistance au thiostrepton ou au 
nosiheptide, Ce vecteur, pDH5, a 6t6 developpe par Hillemann & aL (1991). 

Le plasmide pVRC421 a 6te construit pour realiser le mutant chromosomique 
25 SP92 disrupte dans le gene hpaA. k partir du cosmide pIBV2 decrit dans le brevet 
PCT/FR93/0923. Le pIBV2 a et6 digere par V enzyme de restriction SpM et apres 
separation des fragments ainsi generes par electrophorese sur gel d'agarose a 0,6 %, 
un fragment Sphl - SphI de 4,8 kb, contenant la totalis du gene hpaA et la quasi 
totalite du gene snbA a 6te isole et purify par Geneclean comme deoit plus haut. 50 
30 ng du vecteur pDH5 linearises par une digestion Spill, ont 6t6 ligues avec 200 ng du 
fragment de 4,8 kb, comme d6crit ulterieurement Un clone portant le fragment 
souhait6 a 6te isol6 aprds transformation de la souche TGI et selection sur milieu LB 
+ ampicilline 150 (ag/ml + IPTG + X-gal. Le plasmide recombinant a ete nommS 
pVRC411 (figure 10). Une cassette contenant le gene am R codant pour la resistance a 
35 rapramycine ou a la geneticine a et6 alors introduite au site unique Pflml du plasmide 
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pVRC411, ce site etant situ6 610 pb en aval du demarrage du gene hpaA. Cette 
construction a ete realisee comme suit Un fragment d'ADN de 2,2 kb contenant le 
g&ie amR a et6 isole apres digestion du plasmide pHP45Qam R contenant le gdne 
am R par Hindi n. Apres remplissage des extremites cohesives 5' sortantes Hindm 
5 par l'enzyme Klenow selon le protocole decrit par Maniatis sj si. 1989, le fragment 
contenant le gene am^ a ete clone au site Pflml du plasmide pVRC411, dont les 
extremites cohesives 3' sortantes avaient ete rendues franches par l'enzyme T4 
polymerase, comme decrit dans Maniatis £t al. 1989. Le plasmide recombinant ainsi 
obtenu a ete appele pVRC42L Sa carte de restriction est presentee figure 11. 

10 

2-2-2. Isolement du mutant SP92hgaA::QMl R , disrupte dans le gSne hpaA par 
recombinaison homologue. 

Cet exemple illustre comment le mutant de S.pristinaespiralis SP92, disrupt^ 
15 dans le g£ne hpaA a 6t6 construit 

Ce mutant a 6te isole par transformation de la souche SP92 avec le plasmide 
suicide pVRC421. 

La preparation des protoplastes et leur transformation ont ete realisees comme 
decrit precedemment 

20 La souche SP92 a ete cultivee en milieu YEME, 34% de sucrose, 5 mM 

MgCl2» glycine 0,25% pendant 40 heures k 30°C. Le mycelium a 6te protoplastic en 
presence de lysozyme et 5 X 1 \xg de pVRC421 ont 6t6 utilises pour la transformation 
(par la methode utilisant le PEG) des protoplastes. Apres une nuit de r§g§n6ration des 
protoplastes sur milieu R2YE, les recombinants ont ete selectionnes par etalement de 

25 3 ml de milieu SNA contenant 1500 yg/ml de g&ieticine. 

Sur les 5 transformations realisees 600 clones resistants a la geneticine ont ete 
isotes. Ces recombinants resultent de Tintegration par simple ou double 
recombinaison homologue entre le gene hpaA porte par le chromosome de la souche 
SP92 et le fragment de 6 kb du plasmide suicide pVRC421. Pour selectionner les 

30 recombinants obtenus par double crossing-over (c 1 est a dire les clones ne contenant 
plus dans leur genome la partie pDH5 du plasmide pVRC421), les clones ont 6te 
repiques sur milieu HT7 contenant 400 ng/ml de thiostrepton. 6 clones resistants h la 
g6n6ticine mais sensibles au thiostrepton ont &6 selectionnes. Les spores des 
recombinants ont 6t6 isolees par etalement et croissance sur milieu HT7 + 10 |!g/ml 

35 de geneticine, et r§6talees sur le meme milieu pour obtenir des colonies isol6es. Afin 
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de verifier la position de Integration du plasmide pVRC421, diff&ents Southerns de 
l'ADN total des 6 clones recombinants, purifies comme decrit par Hopwood £l jfl. 
1985, ont 6t6 realises et hybrides avec le fragment Sphl -SphI de 4,8 kb utilise comme 
sonde apres marquage au [a- 32 P]dCTP. Les resultats confirment que ces 
5 recombinants ont ete obtenus par double crossing-over entre le vecteur pVRC421 et 
le chromosome de la souche SP92, aboutissant au ^emplacement du fragment Sphl - 
Sphl de 4,8 kb, contenant le gdne hpaA par un fragment Sphl -SphI de 6 kb contenant 
le g&ie hpaA disrupte par le gene am R . Un de ces mutants a 6t6 nommS SP92hpaA:: 
Qam R 

10 

2-2-3. Production de pristinamycines par le mutant SP9 2hpaA : :Qam R 

Cet exemple illustre comment il est determine que le mutant de 
15 ft.pristinaespiralis SP92 disrupt^ dans le gene hpaA par Integration du plasmide 
pVR421, ne produit plus de PI dans les conditions standards de fermentation. 

Le mutant SP9 2hpa A: :Qam R . ainsi que la souche SP92, en tant que souche 
temoin, ont 6te cultives en milieu de production liquide. La fermentation a ete 

20 realisee comme decrit a Texemple 2-1-3 puis les pristinamycines ont ete extraites et 
dosSes comme decrit precedemment Les resultats ont montre que dans les conditions 
de fermentation rSalisees, le mutant SP92fcpaA::Qam R n 1 a pas produit de PI, ceci a 
24, 28 et 32 hrs de fermentation, alors que le temoin a produit pour les 3 temps testes, 
une quantite standard de PI. Pour les deux souches, la quantite de PII produite est 

25 restee la meme. Le mutant SP9 2hpaA ::Qam R est bien bloqu6 dans une etape de 
biosynthese de la PL Des tests complementaires de fermentation ont 6t6 realises en 
ajoutant au bout de 16 heures a la culture en milieu de production les differents 
precurseurs de la PI, separement ou ensemble. Quand on ajoute au milieu de 
fermentation 100 mg/1 d' acide 3-hydroxypicolinique, le mutant produit alors de la 

30 PIa a un niveau equivalent a la production de PI par la souche temoin. Le fait que la 
complementation du mutant SP9 2hpaA ::Qam R ne puisse etre realisee qu' en ajoutant 
de r acide 3-hydroxypicolinique, montre que le gene hpaA est implique dans la 
synthese de ce precurseur. 

La construction de ce mutant a permis de realiser une souche de £L 

35 pristinaespiralis mutee pour sa production de PI, mais qui en presence du precurseur 
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3-HPA est capable de produire en quantite equivalente a la souche de depart de la PL 
De meme que dans les exemples precedents, il est envisageable a partir d'un tel 
mutant et en presence de precurseurs originaux de produire de nouvelles 
pristinamycines modifiees au niveau du residu acide 3-hydroxypicolinique. 

5 



EXEMPLE 3: Production de composes de formule generate I par le 
10 mutant SP92::pVRC508, 

Cet exemple illustre comment le mutant de §, pristinaespiiraliis SP92 disrupt 
dans le gene papA par Integration du plasmide pVRC508 est capable de synthetiser 
de nouvelles streptogramines en presence de precurseurs ajoutes dans le milieu de 
15 production. Ces precurseurs peuvent etre des derives decides amines et plus 
particulierement de phenylalanine mais aussi d'acides a-cetocarboxyliques et plus 
particulierement d'acide phenylpyruvique. 

Le mutant SP92::pVRC508 a 6t6 cultive en milieu de production liquide. La 
fermentation a ete rSalisee comme suit : 0,5 ml d'une suspension de spores de la 

20 souche precitee est ajoute en conditions steriles a 40 ml de milieu inoculum dans un 
erlen chicanS de 300 ml. Le milieu inoculum est constitue par 10 g/l de Corn Steep, 
15 g/l de saccharose, 10 g/l de (NajteSCU, 1 g/l de K 2 HP0 4 , 3 g/l de NaCl, 0,2 g/l 
de MgS04-7H20 et 1,25 g/l de CaC03. Le pH est ajuste a 6.9 par de la soude avant 
Tintroduction du carbonate de calcium. Les erlens sont agites pendant 44 h a 27°C sur 

25 un agitateur rotatif a la vitesse de 325 rpm. 2.5 ml de la culture precedente agee de 44 
h sont ajoutSs sterilement a 30 ml de milieu de production dans un erlen de 300 ml, 
Le milieu de production est constitue par 25 g/l de farine de soja, 7,5 g/l d'amidon, 
22,5 g/l de glucose, 3,5 g/l de levure fourragdre, 0,5 g/l de sulfate de zinc et 6 g/l de 
carbonate de calcium, Le pH est ajuste a 6,0 par de i'acide chlorhydrique avant 

30 Tintroduction du carbonate de calcium. Les erlens sont agites a 27°C sur un agitateur 
rotatif & la vitesse de 325 rpm. Au bout de 16h, 1 ml d'une solution d'un des 
precurseurs listes dans le tableau 3 (generalement 5 ou 10 g/l) est ajoute a la culture. 
Celle-ci est arretee 8 ou 24 h plus tard. Aussitot le mout est volume et on lui ajoute 2 
volumes de phase mobile composee de 34 % d'acetonitrile et 66 % tfune solution de 

35 0,1 M de KH2PO4 (ajuste a pH 2,9 par H3PO4 concentre) permettant l'extraction des 
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pristinamycines. Apres agitation, le tout est centrifuge et les pristinamycines 
contenues dans le surnageant sont extraites et purifiees comme decrit dans 1'exemple 
4. Elles sont egalement dosees par CLHP en injectant 150 pi du surnageant de 
centrifugation sur une oolonne Nucleosil 5-C8 de 4,6 x 150 nun 61u6e par un melange 
5 de 40 % aacetoniirile et de 60 % de tampon phosphate 0,1 M pH 2,9. Les nouvelles 
pristinamycines I sont detectees grace a leur absorbance UV a 206 nm et 
eventuellement grace a leur emission de fluorescence (filtre 370 nm, excitation a 306 
nm). 

10 



PRECURSEUR 


ORIGINE 


Phenylalanine 


Janssen 


4-Dim6thvlaminophenylalanine 


Exemple 33 


4-Methylaminophenvlalanine 


Exemple 34-1 


4-Aminophenylalanine 


Janssen 22.794.96 


4-Di6thylaminophenylalanine 


Exemple 33 


4~Ethylaminoph6nylalanine 


Exemple 33 


4-M6thyltMoph§nylalanine 


Exemple 33 


4-M6thylphenylalanine 


J.P.S101-312-4/ Exemple 33 


4-M6thoxyph6nylalanine 


Janssen 16.975.97 


4-Trifluoromethoxyphenylalanine 


Exemple 34-8 


4-Methoxvcartonylphenylalanine 


Exemple 33 


4-ChloropMnylalanine 


Janssen 15.728.14 


4-Bromophenylalanine 


Janssen 22.779.81 


4-Iodoph6nylalanine 


Bachem F 1675 


4-Trifluorom6thylphenylalanine 


RC.R. Inc. 12 445-3 


4-tert-Butvlph6nylalanine 


Exemple 35-1 


4-Isopropylph6nylalanine 


Exemple36-1 


3-Methylaminoph6nylalanine 


Exemple35-3 


3-Methoxvphenylalanine 


J.P.S. 101-313-2 


3-Methylthiophenylalanine 


Exemple 34-11 
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3-Fluoro 4-Methylphenylalaiune 


Exemple 34-5 


Acide 4-tert-Butylphenylpyruvique 


Exemple 33 


Acide 4-Methylammopnenylpyruvique 


Exemple 34-4 


2-Naphtylph6nylalanine 


Bachem F 1865 


4-Fluorophenylalanine 


Bachem F 1535 


PRECURSEUR 


ORIGINE 




3-Fluoroph§nylalanine 


Bachem F 2135 




3-Ethoxyph6nylalanine 


Exemple 37-1 




2.4-Dim6thylphenyIalanine 


Exemple 33 




3^Dim6thvlphenylalanine 


Exemple 33 




3-Methylphenylalanine 


Exemple 33 




4-Phenylph6nylalanine 


Exemple 33 




4-Butylph6nylalanine 


Exemple 36-3 




2-Thienyl-3- Alanine 


Aldrich 28.728.8 




3-Trifluorom6thylph&nylalanine 


Exemple 33 




3-Hydroxyphenylalanine 


Aldrich T 9.039.5 




3-Ethylaminophenylalanine 


Exemple 35-6 




4-Anunomethylph6nvlalanine 


Exemple 33 




4- Allylaminophenylalanine 


Exemple 38-2 




4- Diallylaminoph&iylalanine 


Exemple 38-1 




4- Allyl 6thvlaminoph6nvlalanine 


Exemple 39-4 




4- Ethyl propylaminophenylalanine 


Exemple 39-6 




4- Ethyl isopropylaminophenylalanine 


Exemple 39-1 




4-Ethylm§thvlcvclopropylaminooMnylalanine 


Exemple 39-8 




4-(l-pyrrolidinyl) phenylalanine 


Exemple 40-1 




4-O-allyltvrosine 


Exemple 33 




4-O-Ethyltvrosine 


Exemple 33 




4-Ethylthiophenylalanine 


Exemple 33 




4-Ethylthiom6thylph§nvlalanine 


Exemple 41-1 




4-0-(2-Chloroethyl) tyrosine 


Exemple 42-1 




4- Acetyl phenylalanine 


Exemple 33 
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4-Ethvl phenylalanine 


Exemple 33 


3-Dimethylaminoph6nylalanine 


Exemple 35-10 



TABLEAU m 



Le tableau suivant (TABLEAU IV) indique les temps de retention relatifs des 
nouvelles P I produites en prenant pour reference la PI^. Les temps de retention 
absolus ont et6 d6termin6s a 25°C dans le systeme CLHP decrit ci-dessus; ils varient 
5 legerement d'une injection a Tautre d'une part et en fonction de la temperature d'autre 
part 



rTecurseur 


tR (temps de retention relatif) des nouvelles 
PI(NeoPI) 




NeoPU 


NeoPIw 


Autres neo P I 


4-Melhylaminopheiiylalanine 


0,85 






4-Aminophenylalanine 


0,64 






4-Methylthiophenylalanine 


1.93 


2.73 


1,63 


4-Methylphenylalanine 


1,77 


2,65 




4-Methoxyphenylalanine 


1.46 






4-Methoxycarbonylphenylalanine 


1,49 






4-Chlorophenylalanine 


2,04 






4-Bromophenylalanine 


2,16 






4-Iodophenylalanine 


2,42 






4-Trifluorom6thylphenvlalanine 


2,56 


3,74 




4-tert-Butylphenylalanine 


3,34 






4-Isopropvlphenylalanine 


2,80 




4.35 


3-Methylaminophenvlalanine 


1.15 






3-Methoxyphenylalanine 


1,49 


2,04 




3-Fluoro 4-Methylphenylalanine 


2.93 






Acide 4-tert-Butylphenyl-pynivique 


3.34 
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Acide 4-M6thylaminophenyl- 
pyruvique 


0,85 






4-Ethylamino phenylalanine 


0,94 






4- Diethylaminophenylalanine 


0,61 






4- Allylaminophenylalanine 


1,83 






4- Diallylaminophenylalanine 


2,64 






4- Allvl ethvlaminophSnvlalanine 


2.4 






4-Ethylpropylaminophenylalanine 


1,06 






4-Ethylisopropvlaminophenylalanine 


0,89 






4- 

Ethylmethylcyclopropylaminophenyl 
alanine 


1.1 






4-(l-pyrrolidinyl) phenylalanine 


2,0 






4-O-Trifluoromethyltvrosine 


2,42 






4-O-allyltvrosine 


2,62 






4-O-Ethyltvrosine 


2,2 






4-Ethylthiophenylalanine 


1,96 






4-Methylthiomethylphenylalanine 


1 no 






4-0-(2-Chloro6thyl) tyrosine 


2,45 






4-Acetyl phenylalanine 


1,61 






4-Ethyl phenylalanine 


1,86 


2,40 




3-Dimethylaminophenvlalanine 


1.49 






3-Methylthiooh§nvlalanine 


1,93 






3-O-Ethyltvrosine 


1.78 







TABLEAU IV 

La nouvelle P I de tR 4,35 pour la 4-Isopropylphenylalanine correspond a une 
neo P Ie decrite dans Texemple 14, 

La nouvelle P I de tR 1,63 pour la 4-M6thylthiophenylalanine correspond a 
5 une 5y-hydroxy neo P Ih decrite dans Texemple 5. 
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Par ailleurs le mutant SP92::pVRC508 a ete fermente en presence de 4- 
dim6thylamino phenylalanine. Dans ces conditions de complementation le mutant 
SP92::pVRC508 produit line quantite de pristinamycines 1^ equivalente a celle 
produite par la souche SP92. 

5 

EXEMPLE 4: Preparation de la pristinamycine Ig [4^-methylamino- 
des(4t,-dimethylamino) pristinamycine 1^1 et de la 4^-amino-des (4^- 
dimethylamino) pristinamycine I a 

10 4.1: Preparation de la pristinamycine Ig [4^-methylamino-des(4£- 

dimethylamino) pristinamycine I/J 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 

15 ml d'une solution & 10 gfl dans Teau de 4-methylaminophenylalanine (R,S) 
synthetisee comme & Texemple 34-1. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de 
mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'ac6tonitrile, puis centrifuges. Le 
surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases 

20 chloromethyleniques sont lavees a Teau puis combinees, sechees sur sulfate de 
sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte 
sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et elu£e 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
fractions contenant la pristinamycine Ijj sont regroupees et evaporfces. Le residu sec 

25 est repris par 6 ml dun melange 65% eau et 35% acetonitrile et injecte sur une 
colonne semi-preparative Nucleosil 7\i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) 61u£e dans 
un melange de 65% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 35% d'ac6tonitrile. Les 
fractions contenant la pristinamycine Ig sont regroupees et extraites par un volume 
de dichloromfethane. La phase organique est lavee & Teau, sechee sur sulfate de 

30 sodium puis evapor6e. On obtient 52 mg de pristinamycine Ifl. 

Spectre de R.M.N, 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS): 0.71 (dd, J= 
16 et 6 Hz, 1H, 5 fe) , 0.92 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), de 1.10 a 1.40 (mt, 2H: 3 et 
3 7 2 ), 1.34 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), de 1.50 4 1.85 (mt, 3H: 3 y t et 2 2.03 
(mt, 1H, 3 ft), 2.22 (mt, 1H, 5 8 2 ), 2.33 (d large, J= 16 Hz, 1H: 5 6,), 2.40 (d, J= 16 

35 Hz, 1H: 5 ft), 2.82 (mt, 1H: 5 63), 2.81 (s, 3H: 4 NCH 3 en para du phenyle), 2.90 (dd, 
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J= 12 et 4 Hz, 1H: 4 3.29 (s, 3H: 4 NCH 3 ), de 3.20 a 3.45 et 3.60 (2 mts, 1H 
chacun: CH 2 3 5), 3.40 (t, J= 12 Hz, 1H: 4 p,), 4.57 (dd, J= 7 et 8 Hz, 1H, 3 a), 4.75 
(dd large, J= 13 et 7 Hz, 1H: 5 e,), 4.83 (mt, 1H: 2a), 4.89 (d large, J= 10 Hz, 1H: 
la), 5.24 (dd, J= 12 et 4 Hz, 1H: 4 a), 5.32 (d large, J= 6 Hz, 1H: 5 a), 5.89 (d, J= 9 
5 Hz, 1H: 6 a), 5.90 (q large, J= 7.5 Hz, 1H: 1(3), 6.53 (d, J= 9 Hz, 1H: NH 2), 6.53 (d, 
J= 8 Hz, 2H: 4e), 7.03 (d, J= 8 Hz, 2H: 46), de 7.10 a 7.35 (mt, 5H: H Aromatiques 
6), 7.46 (rat. 2H: 1' H 5 et 1' H A ), 7.85 (dd, J = 5.5 et 2 Hz, 1H: 1' Hj), 8.44 (d, J= 10 
Hz, 1H: NH 1), 8.76 (d, J= 9 Hz, 1H: NH 6), 11.63 (s, 1H: OH). 
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4.2: Preparation de la 4^-amin<Mi6s(4^^imethylamino) pristinamycine 1^ 

On realise a I'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout k 16h de 1 
5 ml d'une solution a 5 g/l dans l'eau de 4-aminophenylalanine (S). Au terme de 40 h de 
culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un 
melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis 
centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les 
phases chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sfichees sur sulfate de 

10 sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte 
sur une colonne de silice (30g)~ montee dans le dichloromethane et eluee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine 1^ sont regroupees et 
evaporees. Le residu seci est repris par 6 ml d'un melange 65% eau et 35% 

15 acetonitrile et injecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7|x C8 10x250 mm 
(Macherey Nagel) eluee dans un melange de 65% de tampon phosphate 100 mM pH 
2,9 et 35% d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle pristinamycine sont 
regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La phase organique est 
lavee & l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 5 mg de 4^- 

20 amino-des(4^-dim6thylamino) pristinamycine 1^. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 5 en ppm, ref. TMS): 0.72 (dd, J= 
16 et 5.5 Hz, 1H, 5 ft), 0.90 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 y), de 1.10 a 1.40 (mt, 2H: 3 ft 
et 3 7 2 ), 1.33 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 y), de 1.50 a 1.85 (mt, 3H: 3 y, et 2 (3), 
2.02 (mt, 1H, 3 ft), 2.19 (mt, 1H, 5 5 2 ), 2.33 (d large, J= 16 Hz, 1H: 5 5,). 2.42 (d, 

25 J= 16 Hz, 1H: 5 ft), 2.81 (dt, J= 13 et 4 Hz, 1H: 5 2.90 (dd, J= 12 et 4 Hz, 1H: 4 
ft), 3,24 (s, 3H: NCH 3 4), de 3.20 a 3.40 et 3.54 (2 mts, 1H chacun: 3 6), 3.30 
(t, J= 12 Hz, 1H: 4 ft), 3.72 (mf, 2H: ArNH 2 ), 4.54 (dd, J= 7.5 et 7 Hz, 1H, 3 a), 
4.73 (dd large, J= 13 et 8 Hz, 1H: 5 e,), 4.82 (mt, 1H: 2a), 4.89 (d large, J= 10 Hz, 
1H: la), 5.22 (dd, J= 12 et 4 Hz, 1H: 4 a), 5.32 (d large, J= 5.5 Hz, 1H: 5 a), 5.89 

30 (mt, 2H: 6 a et 1(5), 6.51 (d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 2), 6.61 (d, J= 8 Hz, 2H: 4e), 6.98 
(d, J= 8 Hz, 2H: 46), de 7.15 a 7.35 (mt, 5H: H Aromatiques 6), 7.45 (dd, J= 8.5 et 
1.5 Hz, 1H: 1' H 4 ), 7.48 (dd, J= 8.5 et 4 Hz, 1H: V H 5 ), 7.82 (dd, J = 4 et 1.5 Hz, 1H: 
1' H,), 8.43 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 8.76 (d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 6), 11.63 (s, 1H: 
OH). 

35 
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EXEMPLE 5 : Preparation de la 4^-methylthio-des(4^-dim&hylamino) 
pristinamycine I At la 4^methylthio-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 
IH et de la SYhydroxy 4^-methyIthio-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ijj 

5 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers cornme decrit dans l'exemple 3 tine 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution k 10 g/l dans la soude 0,1N de 4-methylthiophenylalanine (R,S) 
synthetisee comme a Texemple 33. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de mout 

10 issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'ac&onitrile, puis centrifuges. Le surnageant est 
extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases chloromethylfiniques 
sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. 
L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte sur une colonne de 

15 silice (30g) montfee dans le dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 
a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau 
derive de pristinamycine I a sont regroupees et evaporees. On obtient 65 mg de residu 
sec. Celui-ci est repris par 6 ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile et injecte 
en 2 fois sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7\x C8 10x250 mm (Macherey 

20 Nagel) eluee dans un melange de 55% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 45% 
d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle pristinamycine sont regroupees et 
extraites par un volume de dichloromethane. La phase organique est lav6e a l'eau, 
sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 45 mg de 4^-methylthio- 
des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^. 

25 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS): 0.68 (dd, 

J= 16 et 5.5 Hz, 1H, 5 ft), 0.93 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), 1.13 (mt, 1H: 3 ft), de 
1.25 a 1.40 (mt, 1H: 3 y 2 ), 1.33 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), de 1.55 a 1.85 (mt, 3H: 3 
?! et CH 2 2 (3), 2.02 (mt, IH, 3 ft), 2.18 (mt, IH, 5 8 2 ), 2.38 (d large, J= 16.5 Hz, 1H: 
5 &>), 2.46 (s, 3H: SCH 3 ), 2.48 (d, J=16 Hz, IH, 5 ft), 2.85 (dt, J= 13.5 et 4 Hz, IH: 

30 5 63), 3.00 (dd, J= 12 et 5 Hz, IH: 4 ft), 3.23 (s, 3H: NCH 3 4), 3.37 (t, J= 12 Hz, IH: 
4 ft), 3.37 et 3.58 (2 mts, IH chacun: CH 2 3 6), 4.55. (t, J= 7.5 Hz, IH, 3 a), 4.77 (dd 
large, J= 13.5 et 8 Hz, IH: 5 e,), 4.86 (mt, IH: 2a), 4.89 (dd, J= 10 et 1.5 Hz, IH: 
la), 5.30 (d large, J= 5,5 Hz, IH: 5 a), 5.32 (dd, J= 12 et 5 Hz, IH: 4 a), 5.90 (d, J= 
9.5 Hz, IH: 6 a), 5.92 (dq, J= 7.5 et 1.5 Hz, 1H:1|3), 6.55 (d, J= 9.5 Hz, IH: NH 2), 

35 7.13 (d, J= 8 Hz, 2H: 46), de 7.15 & 7.35 (mt, 5H: H Aromatiques 6), 7.19 (d, J= 8 
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Hz, 2H: 4e), 7.45 (mt, 2H: 1' H 4 et 1' H 5 ), 7.76 (t, J = 5 Hz. 1H: 1' H^, 8.42 (d, J= 10 
Hz, 1H: NH 1), 8.76 (d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 6), 11.65 (s, 1H: OH). 

5 A partir des tractions issues de la colonne de siiice decrite ci-dessus, contenant 

le nouveau derive de pristinamycine Ijj, 10 mg de 4^-methylthio-des(4^- 
dimethylamino) pristinamycine Ijj sont isoles en operant la chromatographic sur 
colonne semi-preparative comme decrit ci-dessus mais en portant la proportion 
d'acetonitrile de la phase eluante a 50%. 

10 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 8 en ppm, ref. TMS): 0.32 (mt, 1H, 

5 ft), 0.93 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 y), de 1.20 h 1.35 (mt, 2H: 3 ft et 3 y 2 ), 1.30(d, 
J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), de 1.35 a 2.05 (mt, 9H: 3 7, - 3 ft - CHj 2 |5 - CHj 5 6 - CHa 
57 et 5 ft), 2.44 (dt, J= 13.5 et 1.5 Hz, 1H: 5 e,), 2.49 (s, 3H: SCH 3 ), 2.99 (dd, J= 12 
et 5 Hz, 1H: 4 ft), 3.09 (dd, J= 12.5 et 12 Hz, 1H: 4 ft), 3.54 et 3.64 (2 mts, 1H 

15 chacun: CHj 3 8), 4.17 (dd, J= 7 et 6 Hz, 1H: 3 a), 4.49 (d large, J= 13.5 Hz: 1H: 5 
e,). de 4.70 a 4.80 (mt, 3H: 2a - 5 a et 4 a), 4.84 (dd. J=10 et 1.5 Hz, 1H: la), 5.51 
(d, J= 7 Hz, 1H: 6 a), 5.73 (mt, 1H: 1(3), 6.65 (d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 2), 7.10 (d, J= 8 
Hz, 2H: 48), 7.22 (d, J= 8 Hz, 2H: 4e), de 7.20 a 7.40 (mt, 7H: H Aromatiques 6 - 1' 

H, et 1' Hj), 7.87 (d. J=4 Hz, 1H: 1' H^, 8.55 (mf, 1H: NH 6), 8.55 (d, J= 10 Hz, 1H: 
20 NH 1), 11.70 (s, 1H: OH). 

A partir des fractions issues de la colonne de siiice decrite ci-dessus, contenant 
le nouveau derive de pristinamycine 1 , 3 mg de 5Y-hydroxy 4^-me1hylthio-des(4£- 
dimethylamino) pristinamycine I h 8011:1 isoles en operant la chromatographic sur 
25 colonne semi-preparative comme decrite ci-dessus en gardant la proportion 
d'acetonitrile de la phase eluante a 45%. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 8 en ppm, ref. TMS): on observe 
un isomere nettement majoritaire: le -OH en 5 7 en position axiale. 0.37 (d mt, J= 16 
Hz, 1H, 5 ft), 0.93 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), de 1.20 a 1.45 (mt, 2H: 3 ft et 3 y 2 ), 
30 1.31 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), de 1.40 a 1.85 (mt, 5H: 3 7, - 2 0 et CHj 5 8), 

I. 98 (mt, 1H, 3 ft), 2.17 (d, J= 16 Hz, 1H: 5 ft), 2.50 (s, 3H: SCH3), 2.77 (dt, J= 
13.5 et 2 Hz, 1H: 5 £2), 2.99 (dd, J= 12 et 4 Hz, 1H: 4 ft), 3.11 (t, J= 12 Hz, 1H: 4 
ft), de 3.45 a 3.70 (mt, 2H: CH 2 3 8), 3.73 (mt, 1H: 5 7 en position equatoriale), 4.13 
(t, J= 7 Hz, 1H, 3 a), 4.37 (d large, J= 13.5 Hz, 1H: 5 e,), de 4.75 a 4.95 (mt, 3H: 2a 

35 - 4 a et 5 a), 4.89 (dd, J= 10 et 1 Hz, 1H: la), 5.70 (d, J= 8 Hz, 1H: 6 a). 5.80 (dq, 



WO 96/01901 



PCT/FR95/00889 



42 

J= 7.5 et 1 Hz, 1H: 10), 6.37 (d, J= 5 Hz, 1H: NH 4), 6.71 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 2), 
7.10 (d, J= 8 Hz, 2H: 46), 7.22(d, J= 8 Hz, 2H: 4 e), de 7.20 a 7.40 (mt, 5H: H 
Aromatiques 6), 7.43 (dd, J= 8.5 et 1.5 Hz, 1H: 1' H 4 ), 7.47 (dd, J= 8.5 et 4 Hz, 1H: 
r H^), 7.89 (dd, J = 4 et 1.5 Hz, 1H: 1' H,), 8.55 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 9.15 (d, J= 
5 8 Hz, 1H: NH 6), 11.70 (s, 1H: OH), 

EXEMPLE 6: Preparation de la 4^-methyl-des(4^-dimethylamino) 
pristinamycine 1^ et de la 4^-methyI-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ih- 

10 

On realise a Techelle de 60 erlenmeyers comme d6crit dans 1'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 5 g/1 dans la soude 0,1N de 4-methylphenylalanine (R,S). Au 
terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits 

15 par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, 
sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de 
dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le 

20 dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 & 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau deriv6 de pristinamycine 1^ 
sont regroupees et evaporees. On obtient 49 mg de residu sec. Celui-ci est repris par 6 
ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile et injecte en 2 fois sur une colonne 
semi-preparative Nucl6osil 7\i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) 61u6e dans un 

25 melange de 55% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 45% d'ac&onitrile. Les 
fractions contenant la nouvelle pristinamycine sont regroupees et extraites par un 
volume de dichloromethane. La phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate 
de sodium puis evaporee. On obtient 44 mg de 4^-methyWes(4^-dimethylamino) 
pristinamycine Ia- 

30 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS): 0.52 (dd, 

J= 16 et 6 Hz, 1H, 5 ft), 0.93 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 .2 7), 1.15 (mt, 1H: 3 ft), del.20 
a 1.40 (mt, 1H: 3 ? 2 ), 1.35 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 y), de 1.50 ft 1.85 (mt, 3H: 3 y, et 
CH 2 2 (3), 2.04 (mt, 1H, 3 ft), 2.18 (mt, 1H, 5 8 2 ), de 2.25 i 2.45 (mt, 2H: 5 6, et 5 
ft), 2.36 (s, 3H: ArCH 3 ), 2.83 (dt, J= 13 et 4 Hz, 1H: 5 63), 2,99 (dd, J= 13 et 4 Hz, 

35 1H: 4 ft), 3.28 (s, 3H: NCH 3 4), 3.31 et 3.59 (2 mts, 1H chacun: CH 2 3 5), 3.40 (t, J= 
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13 Hz, 1H: 4 ft), 4.59 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 3 a), 4.74 (dd large, J= 13 et 7 Hz, 1H: 5 
e 2 ), 4.85 (mt, 1H: 2a), 4.89 (d large, J= 10 Hz, 1H: la), de 5.25 a 5.35 (mt, 2H: 5 a 
et 4 a), de 5.85 & 5.95 (mt, 2H: 6 a et 1(3), 6.52 (d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 2), 7.14 (AB 
limite, J= 9 Hz, 4H: 46 et 4e), de 7.15 £i 7.35 (mt, 5H: H Aromatiques 6), 7.50 (mt, 
5 2H: T H 4 et I 1 H 5 ), 7.81 (dd, J = 4 et 2Hz, 1H: 1' HJ, 8.41 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 
8.74 (d, J= 9 Hz, 1H: NH 6), 11.63 (s, 1H: OH). 

A partir des fractions issues de la colonne de silice dScrite ci-dessus, contenant 
le nouveau d6riv6 de pristinamycine 21 mg de 4^-methyWes(4^-dimethylamino) 
10 pristinamycine Ijj (spectrometrie de masse: M+H+= 810) sont isoles en operant la 
chromatographie sur colonne semi-preparative comme decrit ci-dessus. 

EXEMPLE 7: Preparation de la 4^-metho^-des(4^-dimethylamino) 
pristinamycine I a* 

15 

On realise a l'6chelle de 12 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution & 5 g/l dans la soude 0,1N de 4-methoxyphenylalanine (R,S). Au 
terme de 40 h de culture, les 0,35 litres de mout issus de 12 erlenmeyers sont extraits 

20 par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a 1'eau puis combinees, 
sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de 
dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le 

25 dichloromethane et SLu6e successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine Ia 
sont regroupees et evaporfces. On obtient 14 mg de r6sidu sec. Celui-ci est repris par 3 
ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile et injecte sur une colonne semi- 
preparative Nucl6osil 7\i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) 61uee dans un melange de 

30 60% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 40% d'acetonitrile. Les fractions 
contenant la nouvelle pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de 
dichloromethane. La phase organique est lavee a Teau, sechee sur sulfate de sodium 
puis Svaporee. On obtient 12 mg de 4^-methoxy^6s(4^-dim6thylainino) 
pristinamycine I ^. 
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Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDCI3, d en ppm, ref. TMS): 0.63 
(dd, J= 16 et 5.5 Hz, 1H, 5 ^ 0.96 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), 1.17 (mt, 1H: 3 fe), 
del.30 a 1.45 (mt, 1H: 3 72), 1-38 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH3 1 7), de 1.55 a 1.85 (mt, 
3H: 3 7i et CH 2 2 (5), 2.05 (mt, 1H, 3 fr), 2.20 (mt, 1H, 5 62), 2.40 (d large, J= 16 
5 Hz, 1H: 5 81), 2.47 (d, J= 16 Hz, 1H: 5 ft), 2.88 (dt, J= 13 et 4 Hz, 1H: 5 63), 2.99 
(dd, J= 12.5 et 5 Hz, 1H: 4 $2), 3.30 (s, 3H: NCH3 4), 3.32 et 3.60 (2 mts, 1H 
chacun: CH 2 3 5), 3.40 (t, J= 12.5 Hz, 1H: 4 Pi), 3.80 (s, 3H: OCH3), 4.60 (t, J= 7.5 
Hz, 1H, 3 a), 4.80 (dd large, J= 13 et 8.5 Hz, 1H: 5 ei), 4.88 (mt, 1H: 2a), 4.92 (d 
large, J= 10 Hz, 1H: la), 5.31 (dd, J= 12.5 et 5 Hz, 1H: 4 a), 5.34 (d large, J= 5.5 
10 Hz, 1H: 5 a), 5.90(d, J= 9 Hz, 1H: 6 a), 5.93 (q large, J= 7.5 Hz, 1H: 1(3), 6.54 (d, J= 
9 Hz, 1H: NH 2), 6.87 (d, J= 8 Hz, 2H: 4e), 7.16 (d, J= 8 Hz, 2H: 46), de 7.15 a 7.40 
(mt, 5H: H Aromatiques 6), 7.50 (mt, 2H: 1' H5 et 1' H4), 7.80 (dd, J = 4 et 2.5 Hz, 
1H: V H 6 ), 8.43 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 8.78 (d, J= 9 Hz, 1H: NH 6), 11.65 (s, 1H: 
OH). 

15 

EXEMPLE 8: Preparation de la 4^-m ethoxy carbony l-des(4£- 
dimethylamino) pristinamycine 1^. 

20 On realise a Fechelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans 1'exemple 3 une 

culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 10 g/1 de 4-m6thoxycarbonylphenylalanine (R,S) synthetisSe 
comme a 1'exemple 33. Au terme de 24 h de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 
erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 

25 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 
fois 0,5 volumes de dichlorom&hane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a 
Teau puis combinees, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est 
repris par 20 ml de dichlorom6hane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee 
dans le dichloromehane et eluee successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol 

30 dans le dichlorom6thane. Les fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine 
Ia sont regroupees et evaporees. On obtient 14 mg de residu sec. Celui-ci est repris 
par 3 ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile et injecte sur une colonne semi- 
preparative Nucleosil 7|i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 
55% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 45% d'acetonitrile. Les fractions 

35 contenant la nouvelle pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de 
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dichloromethane. La phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium 
puis evaporSe. On obtient 9 mg de 4^-m6thoxycarbonyMes(4^^iini6thylamino) 
pristinamycine 1^- 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 8 en ppm, ref. TMS): 0.70 (dd, 
5 J= 16 et 6 Hz, 1H, 5 &), 0-93 (t, J*= 7.5 Hz, 3H; CH 3 2 y) t 1.08 (mt, 1H: 3 &), de 1.30 
a 1.40 (mt, 1H: 3 7 2 ), 1.33 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), de 1.55 i 1.85 (mt, 3H: 3 y x et 
CH2 2 p), 2.02 (mt, 1H, 3 2.13 (mt, 1H, 5 8 2 ), 2,40 (d large, J= 16.5 Hz, 1H: 5 
fij), 2.48 (d, J=16 Hz, 1H, 5 fo), 2.89 (dt, J= 14.5 et 4.5 Hz, 1H: 5 £2), 3.10 (dd, J= 
13.5 et 6 Hz, 1H: 4 3.24 (s ,3H: NCH 3 4), 3.38 et 3.61 (2 mts, 1H chacun: 3 

10 6), 3.47 (t, J= 13.5 Hz, 1H: 4 ft), 3.96 (s, 3H: COOCH 3 ), 4.55 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 3 
a), 4.78 (dd large, J= 14.5 et 8 Hz, 1H: 5 t^), 4.86 (mt, 1H: 2a), 4.89 (d large, J= 10 
Hz, 1H: la), 5.33 (d large, J= 6 Hz, 1H: 5 a), 5.42 (dd, J= 13.5 et 6 Hz, 1H: 4 a), 
5.92 (d 0= 9.5 Hz) et mt, 1H chacun: respectivement 6 a et 1(3), 6.52 (d, J= 10 Hz, 
1H: NH 2), de 7.15 i 7.35 (mt, 5H: H Aromatiques 6), 7.28 (d, J= 8 Hz, 2H: 48), 

15 7.43 (dd, J= 9 et 1.5 Hz, 1H: 1' H 4 ), 7.47 (dd, J= 9 et 5 Hz, 1H: V H 5 ), 7,66 (d, J = 5 
et 1.5 Hz, 1H: 1' H,), 7.98 (d, J= 8 Hz, 2H: 4e), 8.38 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 8.76 
(d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 6), 11.70 (s, 1H: OH). 

EXEMPLE 9: Preparation de la 4^-chloro-des(4t f -dimethylamino) 
20 pristinamycine Ia- 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans Texemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution & 10 g/1 dans la soude 0,1N de 4-chlorophenylalanine (R,S). Au 

25 terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits 
par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
d'ac6tonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
dichloromethane. Les phases chlorom&hyleniques sont lav6es k l'eau puis combinees, 
sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de 

30 dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) mont6e dans le 
dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine 1^ 
sont regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 3 ml d'un melange 60% eau 
et 40% acetonitrile et injecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil l\i C8 

35 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 60% de tampon phosphate 



WO 96/01901 



PCT/FR95/00889 



46 

100 mM pH 2,9 et 40% d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle 
pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La 
phase organique est lav6e a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On 
obtient 1 mg de 4^^hloro^6s(4^-dimethylamino) pristinamycine 
5 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 5 en ppm, ref. TMS): 0.93 (t, J= 

7.5 Hz, 3H: CH 3 2 y), 0.95 (dd, J= 16 et 5 Hz, 1H, 5 ft), 1.09 (mt, 1H: 3 ft), de 1.20 
a 1.40 (mt, 1H: 3 y 2 ), 1.35 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 y), de 1.50 a 1.85 (mt, 3H: 3 Yi et 
CIL, 2 (5), 2.02 (mt, 1H, 3 ft). 2.17 (mt, 1H, 5 6 2 ), 2.43 (d large, J= 16 Hz, 1H: 5 6 t ) 9 
2.59 (d, J=16 Hz, 1H, 5 ft), 2.90 (dt, J= 13.5 et 4 Hz, 1H: 5 e^, 3.04 (dd, J= 13 et 6 

10 Hz, 1H: 4 ft), 3.21 (s, 3H: 4 NCHj), 3.36 (t, J= 13 Hz, 1H: 4 ft), 3.39 et 3.59 (2 mts, 
1H chacun: 3 6), 4.53 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 3 a), 4.76 (dd large, J= 13.5 et 8 Hz, 
1H: 5 e,), 4.86 (mt, 1H: 2a), 4.87(d large, J= 10 Hz, 1H: la), 5.38 (mt, 2H: 5 a et 4 
a), 5.93 (mt, 2H: 6 a et 1(3), 6.52 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 2), 7.12 (d, J = 8 Hz, 2H: 
48), de 7.15 a 7.35 (mt, 7H: H Aromatiques 6 et 4e), 7.38 (dd, J= 9 et 4.5 Hz, 1H:1* 

15 Hs), 7.43 (d large, J= 9 Hz, 1H:1 ( H 4 ), 7.68 (dd, J = 4.5 et 1 Hz, 1H: 1' H^, 8.36 (d, 
J= 10 Hz, 1H: NH 1), 8.75 (d, J= 9 Hz, 1H: NH 6), 11.65 (s, 1H: OH). 



EXEMPLE 10: Preparation de la 4^-bromo-des(4£ > -dimethylamino) 
20 pristinamycine l/± c * de la 4^-bromo-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 

On realise k Tdchelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 10 g/l dans la soude 0,1N de 4-bromoph6nylalanine (R,S). Au 

25 terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits 
par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combines, 
sechees sur sulfate de sodium et evaporees. Lextrait sec est repris par 20 ml de 

30 dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le 
dichloromethane et 61uee successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau d6riv6 de pristinamycine 1^ 
sont regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 6 ml d'un melange 60% eau 
et 40% acetonitrile et injecte en 2 fois sur une colonne serni-preparative Nucleosil 7\i 

35 C8 10x250 mm (Macherey Nagel) 61uee dans un melange de 60% de tampon 
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phosphate 100 mM pH 2,9 et 40% d'ac&onitrile. Les fractions contenant la nouvelle 
pristinamycine sont regroupees et extraites par tin volume de dichlorom6thane. La 
phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On 
obtient 6 mg de 4^-bromo-des(4^-dim6thylamino) pristinamycine 1^. 
5 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3> 6 en ppm, ref. TMS): 0.93 (t, J= 7.5 

Hz, 3H: CH 3 2 y), 0.95 (dd, J= 16 et 5 Hz, 1H, 5 ft), 1.10 (mt, 1H: 3 ft), 1.35 (d, J= 
7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), 1.36 (mt, 1H: 3 7 2 ), de 1.50 a 1.85 (mt, 3H: 3 y x et 2 p), 
2.02 (mt, 1H, 3 ft), 2.18 (mt, 1H, 5 6 2 ), 2.43 (d large, J= 16 Hz, 1H: 5 8^, 2.59 (d, 
J=16 Hz, 1H, 5 ft), 2.90 (dt, J= 13 et 4 Hz, 1H: 5 t^), 3.02 (dd, J= 13 et 5.5 Hz, 1H: 

10 4 ft), 3.21 (s, 3H: 4 NCH3), 3.33 (dd, J= 13 - 11 Hz, 1H: 4 ft), 3.39 et 3.59 (2 mts, 
1H chacun: CH, 3 8), 4.53 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 3 a), 4.76 (dd large, J= 13 et 7 Hz, 1H: 
5 e^, 4.86 (mt, 1H: 2a), 4.89 (d large, J= 10 Hz, 1H: la), 5.37 (d large, J= 5 Hz, 1H: 
5 a), 5.39 (dd, J= 11 et 5.5 Hz, 1H: 4 a), 5.92 (mt, 2H: 6 a et ip), 6.56 (d, J= 9.5 
Hz, 1H: NH 2), 7.08 (d, J = 8 Hz, 2H: 48), de 7.15 a 7.35 (mt, 5H: H Aromatiques 

15 6), 7.40 (mt, 4H: 1' H 4 - 1' H 5 et 4e), 7.70 (d large, J = 5 Hz, 1H: 1' H,), 8.40 (d, J= 
10 Hz, 1H: NH 1), 8.77 (d, J= 9 Hz, 1H: NH 6), 11.68 (s, 1H: OH). 

A partir des fractions issues de la colonne de silice decrite ci-dessus, contenant 
le nouveau d&ive de pristinamycine Ijj, 3 mg de 4^-bromo-des (4^-dimethylamino) 
20 pristinamycine Ig (spectrometrie de masse: M+H + = 874) sont isoles en operant la 
chromatographic sur colonne semi-preparative comme decrit ci-dessus. 

EXEMPLE 11: Preparation de la 4^-iodo-des(4^-dimethylamino) 
25 pristinamycine I a et de la 4^-iodo-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Iff* 

On realise Sl l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout k 16h de 1 
ml d'une solution a 10 g/1 dans la soude de 4-iodophenylalanine (R,S). Au terme de 

30 40 h de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 
volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
d'ac&onitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
dichlorom&hane. Les phases chlorom6thyl£niques sont lavees d l'eau puis combinees, 
sech&es sur sulfate de sodium et evaporees. Uextrait sec est repris par 20 ml de 

35 dichloromethane et injects sur une colonne de silice (30g) montee dans le 
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dichloromethane et 61uee successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau deriv6 de pristinaniycine 1^ 
sont regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 6 ml d'un melange 60% eau 
et 40% acetonitrile et injecte en 2 fois sur tine colonne semi-preparative Nucleosil 7\i 
5 C8 10x250 mm (Macherey Nagel) Sluee dans un melange de 60% de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 40% d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle 
pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La 
phase organique est lavee a 1'eau, s6ch6e sur sulfate de sodium puis evaporee. On 
obtient 12 mg de 4^-iodo-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^. 

10 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 8 en ppm, ref. IMS): 0,93 (t, J= 

7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), 0.95 (dd, J= 16 et 5.5 Hz, 1H, 5 ft), 1.10 (mt, 1H: 3 ft), 1.35 
(d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), 1.38 (mt, 1H: 3 7 2 ), de 1.55 k 1.85 (mt, 3H: 3 7, et 2 
(3), 2.02 (mt, 1H, 3 ft), 2.17 (mt, 1H, 5 8 2 ), 2.43 (d large, J= 16.5 Hz, 1H: 5 8,), 2.60 
(d, J=16 Hz, 1H, 5 ft), 2.89 (dt, J= 14 et 4.5 Hz, 1H: 5 £3), 3.02 (dd, J= 13 et 5.5 Hz, 

15 1H: 4 ft), 3.21 (s, 3H: NCH 3 4), 3.31 (dd, J= 13 et 11 Hz, 1H: 4 ft), 3.39 et 3.59 (2 
mts, 1H chacun: Ci^ 3 8), 4.53 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 3 a), 4.75 (dd large, J= 14 et 8 Hz, 
1H: 5 ej), 4.83 (mt, 1H: 2a), 4.88 (d large, J= 10 Hz, 1H: la), 5.37 (d large, J= 5.5 
Hz, 1H: 5 a), 5.39 (dd, J= 11 et 5.5 Hz, 1H: 4 a), 5.92 (mt, 2H: 6 a et 1(3), 6.54 (d, 
J= 9.5 Hz, 1H: NH 2), 6.94 (d, J = 7.5 Hz, 2H: 48), de 7.15 a 7.50 (mt, 5H: H 

20 Aromatiques 6), 7.36 (dd, J = 9 et 4 Hz, 1H: r H 5 ), 7.43 (d large, J= 9 Hz, 1H: l 1 H 4 ), 
7.62 (d, J= 7.5 Hz, 2H: 4e), 7.68 (d, J = 4 Hz, 1H: T H), 8.38 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 
1), 8.76 (d, J= 9 Hz, 1H: NH 6), 11.60 (s, 1H: OH). 

A partir des firactions issues de la colonne de silice decrite ci-dessus, contenant 
25 le nouveau d6riv6 de pristinamycine Ih» 6 mg de 4^-iodo-des(4^-dimethylamino) 
pristinamycine Ijj (spectrometrie de masse: M+H + = 922) sont isoles en operant la 
chromatographic sur colonne semi-preparative comme decrit ci-dessus. 

EXEMPLE 12: Preparation de la 4£-trifluoromethyI-d£s(4£- 
30 dimfethylamino) pristinamycine Ia et de la 4£-trffluoromethyl-dfe(4£- 
dimethylamino) pristinamycine Ijf* 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans Texemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
35 ml tfune solution a 5 g/1 dans la soude 0,1N de 4-trifluoromethylphenylalanine (S). 
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Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont 
extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 
34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes 
de dichlorom&hane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a Teau puis 
5 combinees, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. Uextrait sec est repris par 20 
ml de dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le 
dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine 1^ 
sont regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 3 ml d'un melange 60% eau 

10 et 40% acetonitrile et injectfe sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7\i C8 
10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 55% de tampon phosphate 
100 mM pH 2,9 et 45% d'ac&onitrile. Les fractions contenant la nouvelle 
pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La 
phase organique est lavee k l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On 

15 obtient 5 mg de 4^-trifluoromethyl-des(4^Kiim6thylamino) pristinamycine Ia- 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 8 en ppm, ref. TMS): 0.86 (dd, 
J= 16 et 5.5 Hz, 1H, 5 ft), 0.91 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), 1.13 (mt, 1H: 3 ft), 1.31 
(d, J= 75 Hz, 3H: CH 3 1 7), 1.42 (mt, 1H: 3 7 2 ), de 1.55 a 1.80 (mt, 3H: 3 y l et 2 
(5), 2.02 (mt, 1H, 3 &), 2.15 (mt, 1H, 5 6 2 ), 2.40 (d large, J= 16.5 Hz, 1H: 5 fij. 2.55 

20 (d, J=16 Hz, 1H, 5 ft), 2.88 (dt, J= 14 et 4 Hz, 1H: 5 ej, 3.18 (s, 3H: NCH 3 4), 3.20 
et 3.31 (2 dd, respectivement J= 13 et 6 Hz et J= 13 et 10 Hz„ 1H chacun: 4 et 4 
p,), 3.42 et 3.60 (2 mts, 1H chacun: CHj 3 8), 4.50 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 3 a), 4.73 (dd 
large, J= 14 et 7.5 Hz, 1H: 5 e,), 4.83 (mt, 1H: 2a), 4.91 (d large, J= 10 Hz, 1H: la), 
5.40 (d large, J= 5.5 Hz, 1H: 5 a), 5.55 (dd, J= 10 et 6 Hz, 1H: 4 a), 5.87 (d, J= 9.5 

25 Hz, 1H: 6 a), 5.90 (q large, J= 7.5 Hz, lH:lp), 6.68 (d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 2), de 
7.15 a 7.40 (mt, 9 H: 48 - H Aromatiques 6 - l 1 H 5 et 1' nj, 7.52 (d, J= 8 Hz, 2H: 
4e), 7.68 (d, J = 4 et 1.5 Hz, 1H: V H^, 8.43 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 8.76 (d, J= 9.5 
Hz, 1H: NH 6), 11.70 (s, 1H: OH). 

30 A partir des fractions issues de la colonne de silice decrite ci-dessus, contenant 

le nouveau derive de pristinamycine 4 mg de ^-trifluoromethyl-des (4^- 
dimethylamino) pristinamycine Ijj (spectrometrie de masse: M+H+= 864) sont isoles 
en operant la chromatographic sur colonne semi-preparative comme decrit ci-dessus. 
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EXEMPLE 13: Preparation de la 4^-tert-butyl-des(4^-dimethylamino) 
pristinamycine I a- 

On realise a 1'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans Fexemple 3 une 
5 culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution k 5 gfl dans la soude 0,1N de 4-tert-butylphenylalanine(R,S) 
synth6tis6e comme & I'exemple 35-1. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de 
mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le 

10 surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases 
chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de 
sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte 
sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et 61u6e 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 

15 fractions contenant le nouveau deriv6 de pristinamycine 1^ sont regroupees et 
evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile 
et injecte en 2 fois sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7[i C8 10x250 mm 
(Macherey Nagel) eluee dans im melange de 55% de tampon phosphate 100 mM pH 
2,9 et 45% d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle pristinamycine sont 

20 regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La phase organique est 
lavee & l'eau, s6ch6e sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 30 mg de 4^- 
tert-butyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 5 en ppm, ref. TMS, ref. TMS): 
0.21 (dd, J= 16 et 5.5 Hz, 1H, 5 0.91 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 y), 1.17 (mt, 1H: 3 

25 k), del.20 i 1,40 (mt, 1H: 3 y 2 ), 1.33 (s, 9H: CH 3 du tert-butyle), 1.35 (d, J= 7.5 Hz, 
3H: CH 3 1 7), de 1.50 & 1.85 (mt, 3H: 3 y x et CH 2 2 p), 2.04 (mt, 1H, 3 ft), 2.13 (mt, 
1H, 5 6 2 ), 2.30 (mt, 2H: 5 6 : et 5 ft), 2.80 (dt, J= 13 et 4 Hz, 1H: 5 62), 3.00 (dd, J= 
12 et 4 Hz, 1H: 4 fo), 3.29 (s, 3H: NCH 3 4), 3.31 et 3.59 (2 mts, 1H chacun: 3 
6), 3.40 (t, J= 12 Hz, 1H: 4 4.57 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 3 a), 4.74 (dd large, J= 13 et 

30 7 Hz, 1H: 5 Ej), 4.85 (mt, 1H: 2a), 4.90 (d large, J= 10 Hz, 1H: la), 5.21 (d large, J= 
5.5 Hz, 1H: 5 a), 5.25 (dd, J= 12 et 4 Hz, 1H: 4 a), 5.87(d, J= 9 Hz, 1H: 6 a), 5.92 
(q large, J= 7.5 Hz, 1H: 1 
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1H: 1' H*), 8.45 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 8.74 (d, J= 9 Hz, 1H: NH 6), 11.65 (s, 1H: 
OH). 

5 EXEMFLE 14: Preparation de la 4^-i5cpropyl-d^(4^^ingthyiantino) 

pristinamydne et de la 4^-isopropyl-des(4^-dimethylamino) pristinamydne 
IE- 

On realise a Techelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 

10 culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout & 16h de 1 
ml d'une solution a 10 g/1 dans la soude 0,1N de 4-isopropylph6nylalanine (R,S) 
synth6tisee comme k l'exemple 36-1. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de 
mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le 

15 surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases 
chioromethyleniques sont lavees a 1'eau puis combinees, sechees sur sulfate de 
sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte 
sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee 
successivement par paliers de 0 & 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 

20 fractions contenant le nouveau derive de pristinamydne 1^ sont regroupees et 
evaporees. On obtient 61 mg de r§sidu sec. Celui-ci est repris par 9 ml d'un melange 
60% eau et 40% acetonitrile et injecte en 3 fois sur une colonne semi-preparative 
Nucleosil 7\i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluSe dans un melange de 55% de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 45% d'acetonitrile. Les fractions contenant la 

25 nouvelle pristinamydne sont regroupees et extraites par un volume de 
dichloromethane . La phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium 
puis evaporee. On obtient 51 mg de 4^4sopropylKl6s(4^-dimethylamino) 
pristinamydne 

Spectre de R.M.N. 1 H (250 MHz, CDC1 3 , 5 en ppm, ref. TMS, ref. TMS): 
30 0.31 (dd, J= 16 et 5.5 Hz, 1H, 5 fc), 0.91 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), de 1.00 a 1.45 
(mt, 2H: 3 & et 3 y 2 ), 1.25 (d, J= 7.5 Hz, 6H: CH 3 de V isopropyle), 1.35 (d, J= 7.5 
Hz, 3H: CH 3 1 7), de 1.50 a 1.85 (mt, 3H: 3 7, et CHj 2 de 1.95 a 2.20 (mt, 2H, 3 
Pj et 5 5 2 ), 2.30 (mt, 2H: 5 b t et 5 ft), 2.80 (dt, J= 13 et 4 Hz, 1H: 5 Ej), 2,88 (mt, 1H: 
CH de T isopropyle), 2.98 (dd, J= 12 et 4 Hz, 1H: 4 3.30 (s, 3H: NCH 3 4), 3.32 et 
35 3.55 (2 mts, 1H chacun: CHj 3 8), 3.38 (t, J= 12 Hz, 1H: 4 ft), 4.55 (t, J= 7.5 Hz, 
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1H, 3 a), 4.72 (dd large, J= 13 et 7 Hz, 1H: 5 e,), 4.85 (mt, 1H: 2a), 4.88 (d large, J= 
10 Hz, 1H: la), 5.21 (d large, J= 5.5 Hz, 1H: 5 a), 5.25 (dd, J= 12 et 4 Hz, 1H: 4 a), 
5.87(d, J= 9 Hz, 1H: 6 a), 5.90 (q large, J= 7.5 Hz, 1H: 1(5), 6.50 (d, J= 9.5 Hz, 1H: 
NH 2), de 7.05 a 7.35 (mt, 9H: H Aromatiques 6 - 4e et 46), 7.50 (mt, 2H: 1' H, et 1' 
5 H 4 ), 7.86 (dd, J = 4 et 1.5 Hz, 1H: 1' 8.40 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 8.72 (d, J= 9 
Hz, 1H: NH 6), 11.60 (s, 1H: OH). 

A partir des memes fractions issues de la colonne de silice decrite ci-dessus, 
contenant egalement le nouveau derive de pristinamycine Ij? , 5 mg de ^-isopropyl- 

10 des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ig sont isoles en operant la chromatographic 
sur colonne semi-preparative comme decrit ci-dessus. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS): 0.20 (mt, 1H, 
5 &), 0.92 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), de 1.15 a 1.40 (mt, 2H: 3 % et 3 ? 2 ), 1.24(d, 
J= 7.5 Hz, 6H: CH 3 de l'isopropyle). 1.34 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), de 1.35 a 2.05 

15 (mt, 9H: 3 7, - 3 (3, - CHa 2 p - CHj 5 6 - CHj 57 et 5 ft), 2.45 (dt, J= 13 et 1.5 Hz, 
1H: 5 Ej), 2.89 (mt, 1H: ArCH), 3.09 (dd, J= 14 et 7 Hz. 1H: 4 ft), 3.17 (s, 3H: 
NCH 3 4),3.25 (dd, J= 14 et 9 Hz, 1H: 4 ft), 3.32 et 3.52 (2 mts, 1H chacun: CHj 3 6), 
4.55 (mt, 2H: 3 a et 5 e,), 4.80 (mt, 1H: 2a), 4.89 (dd, J=10 et 1.5 Hz, 1H: la), 4.90 
(mt, 1H: 5 a), 5.35 (dd, J= 9 et 7 Hz, 1H: 4 a), 5.60 (d, J= 8 Hz, 1H: 6 a), 5.89 (dq, 

20 J= 7.5 et 1.5 Hz, 1H: 1$, 6.65 (d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 2), 7.08 (d, J= 8 Hz, 2H: 46), 
7.14 (d, J= 8 Hz, 2H: 4e), de 7.20 a 7.40 (mt, 7H: H Aromatiques 6 - 1' H 4 et 1' Hj), 
7.77 (d large, J=4 Hz, 1H: 1' HJ, 8.46 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 8.48 (d, J= 8 Hz, 
1H: NH 6),11.70 (s, 1H: OH). 

25 

EXEMPLE 15 : Preparation de la 4£-methylamino-des(4^- 
dimethylamino) pristinamycine 1^. 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme deceit dans l'exemple 3 une 
30 culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 10 g/1 dans l'eau de 3-methylaminophenylalanine (R,S) 
synth6tisee comme a l'exemple 35-3. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de 
mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le 
35 surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases 
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chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de 
sodium et evaporSes. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injects 
sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et 61uee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
5 fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine 1^ sont regroupfees et 
evaporees. On obtient 19 mg de residu sec. Celui-ci est repris par 3 ml d'un melange 
60% eau et 40% ac&onitrile et injecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7\i 
C8 10x250 mm (Macherey Nagel) 61u§e dans un melange de 55% de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 45% d'ac&onitrile. Les fractions contenant la nouvelle 

10 pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La 
phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On 
obtient 8 mg de 4£-m6thylamino^6s(4^-dim6thylamino) pristinamycine I a- 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS): 0.93 (t, 
J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), 1.00 (dd, J= 16 et 6 Hz, 1H, 5 1.17 (mt, 1H: 3 fe), de 

15 1.25 a 1.40 (mt, 2H: 3 7 2 ), 1,35 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), de 1.55 a 1.80 (mt, 3H: 3 
Yl et CH2 2 p), 2.03 (mt, 1H, 3 ft), 2.23 (mt, 1H, 5 6 2 ), 2.39 (d large, J= 16 Hz, 1H: 5 
6,), 2.52 (d, J= 16 Hz, 1H: 5 ft), 2.78 (s, 3H: ArNCH 3 4), 2.85 (dt, J= 13 et 4 Hz, 
1H: 5 ej), 2.99 (dd, J= 13 et 4.5 Hz, 1H: 4 fc), 3.23 (s, 3H: NCH 3 4), 3.25 (t, J= 13 
Hz, 1H: 4 Pj), 3.38 et 3.58 (2 mts, 1H chacun: CHj 3 6), 4.05 (mf, 1H: ArNH), 4.58 

20 (dd, J= 6.5 et 7,5 Hz, 1H, 3 a), 4.76 (dd large, J= 13 et 8 Hz, 1H: 5 e,), 4,85 (mt, 1H: 
2a), 4.87 (d large, J= 10 Hz, 1H: la), 5.35 (dd, J= 13 et 4.5 Hz, 1H: 4 a), 5.38 (d 
large, J= 6 Hz, 1H: 5 a), 5.90 (d, J=9.5 Hz, 1H: 6 a), 5.91 (mt, 1H: 1(3), 6.36 (s 
large, 1H: H 2 de 1' aromatique en 4), de 6.45 a 6.55 (mt, 2H: H 4 et H 6 de V 
aromatique en 4), 6.53 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 2), 7.12 (t, J= 8 Hz, 1H: H 5 de V 

25 aromatique en 4), de 7.15 k 7.45 (mt, 5H: H Aromatiques 6), 7.35 (mt, 2H: 1' H 4 et 1* 
Hj), 7.75 (t, J = 3 Hz, 1H: 1' H^, 8.40 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 1), 8.78 (d, J= 9.5 Hz, 
1H: NH 6)i 11.60 (s, 1H: OH). 

30 EXEMPLE 16: Preparation de la 4e.mfethoxy-dfes(4^-dimethylamino) 

pristinamycine I A et de la 48-methoxy-des(4^-dimethylamino) pristinamycine I 
H. 



35 



On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans Texemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
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ml (Tune solution a 5 g/l dans la soude 0.1N de 3-methoxyphenylalanine (S). Au 
terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits 
par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
d'acStonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
5 dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees k 1'eau puis ccmbinees, 
s6ch6es sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de 
dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le 
dichloromethane et 61uee successivement par paliers de 0 & 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine IA 

10 sont regroupees et evaporees. On obtient 41 mg de residu sec. Celui-ci est repris par 6 
ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile et injecte en 2 fois sur une colonne 
semi-preparative Nucl£osil 7\i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un 
melange de 55% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 45% d ! ac6tonitrile. Les 
fractions contenant la nouvelle pristinamycine sont regroupees et extraites par un 

15 volume de dichloromethane. La phase organique est lavee a Teau, sechee sur sulfate 
de sodium puis evapor6e. On obtient 28 mg de 4£-methoxy-des(4^-dim6thylamino) 
pristinamycine I A. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , S en ppm, ref. TMS): 0.52 (dd, 
J= 16 et 55 Hz, 1H, 5 ft), 0.90 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), de 1.10 4 1.34 (mt, 2H: 3 

20 & et 3 7 2 ), 1.34 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 I7), de 1.50 a 1.80 (mt, 3H: 3 7, et CHg 2 (3), 
2.04 (mt, 1H, 3 (3,), 2.20 (mt, 1H, 5 & 2 ) t 2.35 (d large, J= 16 Hz, 1H: 5 6,), 2.38 (d, 
J= 16 Hz, 1H: 5 ft), 2.83 (dt, J= 13 et 4 Hz, 1H: 5 63), 2.97 (dd, J= 12 et 4 Hz, 1H: 4 
3.28 (s, 3H: NCH 3 4), 3.28 et 3.56 (2 mts, 1H chacun: CHj 3 6), 3.40 (t, J= 12 
Hz, 1H: 4 ft), 3.80 (s, 3H: OCH 3 ), 4.58 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 3 a), 4.76 (dd large, J= 13 

25 et 8 Hz, 1H: 5 ej, 4.85 (mt, 1H: 2a), 4.90 (d large, J= 10 Hz, 1H: la), 5.27 (dd, J= 
12 et 4 Hz, 1H: 4 a), 5.30 (d large, J= 5.5 Hz, 1H: 5 a), 5.89 (d, J= 9.5Hz, 1H: 6 a), 
5.91 (q large, J= 7.5 Hz, 1H: 1(3), 6.51 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 2), de 6.80 a 6.90 (mt, 
3H: H 2 - H 4 et H 6 de V aromatique en 4), de 7.15 a 7.40 (mt, 6H: H 5 de 1* 
aromatique en 4 et H Aromatiques 6), 7.45 (d large, J= 9 Hz, 1H: 1' U 4 ) f 7.50 (dd, J= 

30 9 et 4 Hz, 1H:1' H 5 ), 7.80 (d large, J = 4 Hz, 1H: V H^, 8.40 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 
1), 8.73 (d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 6), 11.62 (s, 1H: OH). 

A partir des fractions issues de la colonne de silice decrite ci-dessus, contenant 
le nouveau derive de pristinamycine I H, 7 mg de 48-m6thoxy-d6s(4^- 
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dimethylamino) pristinamycine I H (spectrometrie de masse: M+H+= 826)sont isotes 
en operant la chromatographie sur colonne semi-preparative comme decrit ci-dessus. 

EXEMPLE 17: Preparation de 46-fluoro 4^-methyl.des«- 
5 dimethylamino) pristinamycine I A. 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme d6crit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout k 16h de 1 
ml d'une solution a 10 gfl dans la soude 0,1N de 3-fluoro 4-m6thylph6nylalanine 

10 (R,S) synth&isee comme a l'exemple 34-5. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres 
de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'ac&onitrile, puis centrifuges. Le 
surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases 
chloromethyleniques sont lavees & Teau puis combinees, sechSes sur sulfate de 

15 sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injects 
sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine IA sont regroupees et 
evaporees. On obtient 15 mg de residu sec. Celui-ci est repris par 3 ml dun melange 

20 60% eau et 40% acetonitrile et injecte sur me colonne semi-preparative Nucleosil 7\i 
C8 10x250 mm (Macherey Nagel) &u6e dans un melange de 55% de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 45% d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle 
pristinamycine sont regroupfees et extraites par un volume de dichloromethane. La 
phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On 

25 obtient 9 mg de 48-fluoro 4^-m6thyW6s(4^Kiimethylamino) pristinamycine I A. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 5 en ppm, ref. TMS): 0.60 (dd, 
J= 16 et 5.5 Hz, 1H, 5 fc), 0.91 (t, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 2 7), 1.12 (mt, 1H: 3 de 
1.25 a 1.35 (mt, 1H: 3 7 2 ), 1.33 (d, J= 7.5 Hz, 3H: CH 3 1 7), de 1.50 i 1.85 (mt, 3H: 3 
7, et 2 p), 2.02 (mt, 1H, 3 2.13 (mt. 1H, 5 6 2 ), 2.27 (s, 3H: ArCH 3 ), 2.36 (d 

30 large, J= 16 Hz, 1H: 5 8^, 2.45 (d, J= 16 Hz, 1H: 5 ft), 2.85 (dt, J= 13 et 4.5 Hz, 1H: 
5 63), 2.97 (dd, J= 12.5 et 4.5 Hz, 1H: 4 fc), 3.23 (s, 3H: NCH 3 4), 3.30 et 3.56 (2 
mts, 1H chacun: CH 2 3 5), 3.37 (t, J= 12.5 Hz, 1H: 4 ft), 4.55 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 3 a), 
4.75 (dd large, J= 13 et 8 Hz, 1H: 5 e,), 4.83 (mt, 1H: 2a), 4.89 (d large, J= 10 Hz, 
1H: la), 5.29 (dd, J= 12.5 et 4.5 Hz, 1H: 4 a), 5.32 (d large, J= 5.5 Hz, 1H: 5 a), 

35 5.89 (d, J= 9.5 Hz, 1H: 6 a), 5.92 (mt, 1H: 1(3), 6.49 (d, J= 10 Hz, 1H: NH 2), 6.90 
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(mt, 2H: H 2 et H 6 de 1' aromatique en4), 7.11 (t, J= 8 Hz, 1H: H 5 de V aromatique 
en 4), de 7.10 a 7.30 (mt, 5H: H Aromatiques 6), 7.43 (dd, J= 8.5 et 1 Hz, 1H: 1' H^, 
7.49 (dd, J= 8.5 et 4.5 Hz, 1H: 1' K), 7.75 (dd, J = 4.5 et 1Hz, 1H: 1' H^, 8.48 (d, J= 
10 Hz, 1H: NH 1), 8.70 (d, J= 9.5 Hz, 1H: NH 6), 11.60 (s, 1H: OH). 

5 

EXEMPLE 18 : Preparation de la 4£-&hylamino-des(4£-dim&hylamino) 
pristinamycine 1^ 

10 On realise a l'echelle de 50 erlenmeyers comme decrit dans Texemple 3 une 

culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout & 16h de 1 
ml d'une solution a 20 g/1 dans la soude 0,1N de dichlorhydrate de 4* 
Sthylaminophenylalanine (R,S) synth§tis& comme & Texemple 33. Au terme de 40 h 
de culture, les 1,5 litres de mout issus de 50 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes 

15 d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% tfac&onitrile, 
puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. 
Les phases chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur 
sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane 
et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee 

20 successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
fractions contenant la 4^-6thylamino-des (4^-dimethylamino) pristinamycine l\ sont 
regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 65% eau et 
35% ac&onitrile et injecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7\i C8 10x250 
mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 60% de tampon phosphate 100 mM 

25 pH 2,9 et 40% d'acetonitrile. Les fractions contenant la 4^-ethylamino-des (4£- 
dim&thylamino) pristinamycine 1^ sont regroupees et extraites par un volume de 
dichloromethane. La phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium 
puis evaporee. On obtient 10 mg de 4^^thylamino^ies(4^Kiim6thylamino) 
pristinamycine Ia* 

30 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3> 5 en ppm, ref. TMS): 0,72 (dd, J = 
16 et 6 Hz, 1H : 1H du en 5 |3) ; 0,90 (t f J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 y) ; 1,15 (mt, 
1H : 1H du CH 2 en 3 |3) ; de 1,20 k 1,40 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 7) ; 1,27 (t, J = 7,5 
Hz, 3H : CH 3 de r&hyle) ; 1,33 (d, J = 7 Hz, 3H : CH 3 en 1 y) ; de 1,50 a 1,65 (mt, 1H 
35 : lautre H du CH 2 en 3 y) ; 1,60 et 1,74 (2 mts, 1H chacun : CH 2 en 2 p) ; 2,02 (mt, 
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1H : l'autre H du CH^ en 3 (3) ; 2,21 et 2,33 (respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 
1H chacun : CH, en 5 5) ; 2,40 (d, J = 1 6 Hz, 1H : l'autre H du CH> en 5 |3) ; 2,82 (dt, 
J m 13 et 4,5 Hz, 1H : 1H du en 5 e) ; 2,89 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 1H du 
en 4 (3) ; 3,10 (mt, 2H : NC^ de l'&hyle) ; de 3,20 a 3,35 (mt, 1H : 1H du en 3 
5 5) ; 3,26 (s, 3H : NCH3) ; 3,31 (t, J - 12 Hz, 1H : I'autre H du CR, en 4 p) ; 3,54 (mt, 
1H : l'autre H du en 3 6) ; 3,67 (mf, 1H : NH) ; 4,56 (dd, J « 6,5 et 7 Hz, 1H : 3 
a) ; 4,75 (dd large, J = 13 et 8 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H : 2 a) 
; 4,90 (d large, J = 10 Hz, 1H : 1 a) ; 5,24 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,32 (d 
large, J = 6 Hz, 1H : 5 a) ; 5,88 (d, J = 9,5 Hz, 1H :6a); 5,90 (mt, 1H : 1 p) ; 6,52 
10 (d, J = 8 Hz, 3H : NH en 2 et H Aromatiques en 4 e) ; 7,00 (d, J = 8 Hz, 2H : H 
Aromatiques en 4 6) ; de 7,10 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 7,46 (AB limite, 
2H : 1' H 4 et 1' Hj) ; 7,84 (dd, J = 4 et 1 Hz, 1H : 1' ; 8,45 (d, J = 10 Hz, 1H : NH 
en 1) ; 8,77 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,65 (s, 1H : OH). 

15 

EXEMPLE 19 : Preparation de la 4^-diethylamino-des <4£- 
dimethylamino) pristinamycine I4 

On realise a 1'echelle de 50 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 

20 culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout ft 16h del 
ml d'une solution & 20 g/1 dans la soude 0,1N de dichlorhydrate de 4- 
di&hylaminoph6nylalanine (R,S) synthetise comme a l'exemple 33. Au terme de 40 h 
de culture, les 1,5 litres de mout issus de 50 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes 
d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, 

25 puis centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. 
Les phases chloromethyleniques sont lavees a 1'eau puis combinees, sechees sur 
sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane 
et inject^ sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 

30 fractions contenant la 4^-diethylamino-des (4^-dim6thylamino) pristinamycine Ia 
sont regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60% eau 
et 40% acetonitrile et injecte en deux fois sur une colonne semi-preparative Nucleosil 
7\x C8 10x250 mm (Macherey Nagel) 61u6e dans un melange de 68% de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 32% d'acetonitrile, Les fractions contenant la 4^- 

35 di6thylamino-des (4£-dim§thylamino) pristinamycine 1^ sont regroupees et extraites 
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par un volume de dichloromethane. La phase organique est lavee a l'eau, sechee sur 
sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 50 mg de 4^-diethylamino-des (4£- 
dimethylamino) pristinamycine L^. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS): 0,65 (dd, J = 
5 16 et 6 Hz, IK : IK du CK 2 en 5 p) ; 0,90 (t, J « 7,5 Hz, 3K : CH 3 en 2 y) ; 1,14 (t, J 
= 7 Hz, 6H : CH 3 de l'ethyle) ; 1,15 (mt, 1H : 1H du en 3 |3) ; 1,26 (mt, 1H : 1H 
du CHj en 3 y) ; 1,32 (d, J = 6,5 Hz, 3H : CH 3 en 1 y) ; 1,55 (mt, 1H : l'autre H du 
CHj en 3 7) ; 1,63 et 1,75 (2 mts, 1H chacun : CHj en 2 0) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H 
du CHj, en 3 p) ; 2,22 et 2,31 (respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : 

10 CHj en 5 S) ; 2,37 (d, J = 16 Hz, 1H : l'autre H du en 5 p) ; 2,80 (dt, J = 13 et 4,5 
Hz, 1H : 1H du CHj en 5 e) ; 2,89 (dd, J = 12,5 et 4 Hz, 1H : 1H du en 4 p) ; de 
3,20 a 3,40 (mt, 6H : NCIL, de l'ethyle - 1H du CHj en 3 6 et l'autre H du CR, en 4 p) 
; 3,27 (s, 3H : NCH3) ; 3.55 (mt, 1H : l'autre H du CHj en 3 6) ; 4,58 (dd, J = 8 et 6 
Hz, 1H : 3 a) ; 4,76 (dd large, J = 13 et 7,5 Hz, 1H : l'autre H du CIL. en 5 e) ; 4,84 

15 (mt, 1H : 2 a) ; 4,89 (dd, J = 10 et 1 Hz, 1H : 1 a) ; 5,21 (dd, J = 12,5 et 4 Hz, 1H : 4 
a) ; 5,28 (d large, J = 6 Hz, 1H : 5 a) ; 5,87 (d, J = 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,90 (mt, 1H : 
1 p) ; 6,52 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 2) ; 6,60 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 
e) ; 7,02 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 6) ; de 7,10 a 7,35 (mt, 5H : H 
Aromatiques en 6) ; 7,46 (AB limite, 2H : 1' H 4 et 1' ; 7,88 (dd, J = 4,5 et 2,5 Hz, 

20 1H : 1' Hj) ; 8,43 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,76 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 
11,62 (s, 1H : OH). 



EXEMPLE 20 : Preparation de la 4t > -diallylamino-des(4£ ( -dimethyl a mino) 
25 pristinamycine l\ 

On realise a l'echelle de 94 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une culture de 
la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 ml d'une 
solution a 20 g/1 dans l'eau de dichlorhydrate de 4-diaUylammophenylalanine (R,S) 

30 synthetise comme a l'exemple 38-1 . Au terme de 40 h de culture, les 2,8 litres de 
moiit issus de 94 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le 
surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases 
chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de sodium 

35 et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte sur une 
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colonne de silice (30g) montee dans le dichlorornethane et eluee successivement par 
paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichlorornethane. Les fractions contenant la 
4^-diallylamino-des (4^-dim6thylamino) pristinamycine 1^ sont regroupees et 
evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml dun melange 60% eau et 40% acetonitrile 
5 et injecte sur une coionne semi-preparative Nucieosil 7\i C8 10x250 mm (Macherey 
Nagel) eluee dans un melange de 52% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 48% 
d acetonitrile. Les fractions contenant la 4^-diaUylamino-des (4^-dimethylamino) 
pristinamycine 1^ sont regroupees et extraites par un volume de dichlorornethane. La 
phase organique est lavee & Teau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On 
10 obtient 15 mg de 4^-diallylaminod6s (4^-dimethylamino) pristinamycine 1^. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDCI3, 8 en ppm, ref. TMS): 0,55 (dd, J = 
16 et 6 Hz, 1H : 1H du CH2 en 5 (3) ; 0,93 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH3 en 2 7) ; 1,18 
(mt, 1H : 1H du CH2 en 3 p) ; 1,25 (mt, 1H : 1H du CH2 en 3 7) ; 1,34 (d, J 6,5 

15 Hz, 3H : CH3 en 1 7) ; 1,59 (mt, 1H : 1'autre H du CHjj en 3 7) ; 1,68 et 1,78 (2 mts, 
1H chacun : CH2 en 2 p) ; 2,04 (mt, 1H : Tautre H du CH2 en 3 p) ; 2,25 et 2,34 
(respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : CH2 en 5 8) ; 2,40 (d, J = 16 
Hz, 1H : Tautre H du CH2 en 5 p) ; 2,83 (dt, J « 13 et 4,5 Hz, 1H : 1H du CH2 en 5 
e) ; 2,92 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 1H du CH2 en 4 p) ; de 3,20 a 3,30 (mt, 1H : 1H 

20 du CH2 en 3 8) ; 3,29 (s, 3H : NCH3) ; 3,33 (t, J = 12 Hz, 1H : Tautre H du CH2 en 
4 p) ; 3,57 (mt, 1H : Tautre H du CH2 en 3 8) ; 3,93 (AB limite, 4H : NCH2 de 
Tallyle) ; 4,60 (dd, J = 8 et 6,5Hz, 1H : 3 a) ; 4,78 (dd large, J = 13 et 7,5 Hz, 1H : 
Tautre H du CH2 en 5 e) ; 4,87 (mt, 1H : 2 a) ; 4,92 (dd, J = 10 et 1 Hz, 1H : 1 a) ; 
de 5,10 k 5,25 (mt, 5H : 4 a et =CH2 de Tallyle) ; 5,28 (d large, J = 6 Hz, 1H : 5 a) ; 

25 5,85 (mt, 2H : CH= de Tallyle) ; 5,92 (d, J = 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,94 (mt, 1H : 1 p) ; 
6,54 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 2) ; 6,65 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) ; 
7,05 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 8) ; de 7,10 & 7,35 (mt, 5H : 
H Aromatiques en 6) ; 7,51 (AB limite, 2H : V H4 et I 1 H5) ; 7,88 (dd, J = 4 et 2 Hz, 
1H : V He) ; 8,43 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,77 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 

30 11,65 (s, 1H : OH). 



EXEMPLE 21 : Preparation de la 4^-aHylethylamino-des (4^> 
dimethylamino) pristinamycine I a 

35 
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On realise a l'echelle de 26 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 20 g/l dans la soude 0,1N de dicMorhydrate de 4- 
aUylemylammophenylalanine (R.S) synthetisee comme a l'exemple 39-4. Au terme 
5 de 40 h de culture, les 0,78 litre de mout issus de 26 erlenmeyers soni exJraiis par 2 
volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
d'acetonitrile, puis centrifuges. Le sumageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a 1'eau puis combinees, 
sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de 
10 dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le 
dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant la 4^-aUyle^ylamino-des (4£- 
climethylamino) pristinamycine Ia sont regroupees et evaporees. Le residu sec est 
repris par 7 ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile et injects sur une colonne 
15 semi-preparative Nucleosil 7fi C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un 
melange de 52% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 48% d'acetonitrile. Les 
fractions contenant la 4^-aUylemylammo-d6s(4^-dim6mylamino) pristinamycine Ia 
sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La phase organique 
est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 20 mg de 4£- 
20 allylethylamino-des (4£-dim&hylamino) pristinamycine 

Spectre de R.M.N. > H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS): 0,58 (dd, J = 
16 et 6 Hz, 1H : 1H du CH, en 5 p) ; 0,91 (t, J = 7.5 Hz, 3H : CH 3 en 2 y) ; 1,16 (t, J 
= 7 Hz, 3H : CH 3 de l'ethyle) ; 1,16 (mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 p) ; 1,25 (mt, 1H : 1H 
du CH 2 en 3 7) ; 1,32 (d, J = 6,5 Hz, 3H : CH 3 en 1 7) ; 1,54 (mt, 1H : 1'autre H du 
25 CHj en 3 7) ; 1,63 et 1,75 (2 mts, 1H chacun : CHj en 2 |3) ; 2,02 (mt, 1H : 1'autre H 
du CH, en 3 (3) ; 2,23 et 2,31 (respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : 
CH 2 en 5 6) ; 2,37 (d, J = 16 Hz, 1H : Tautre HduCH^enSp) ; 2,80 (dt, J = 13 et 4,5 
Hz, 1H : 1H du CHj en 5 e) ; 2,87 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 1H du Cft, en 4 (3) ; de 
3,15 a 3,30 (mt, 1H : 1H du CIL. en 3 6) ; 3,26 (s, 3H : NCHj) ; 3,30 (t, J = 12 Hz, 1H 
30 : 1'autre H du CHj en 4 (3) ; 3,36 (mt, 2H : NCIL. de l'ethyle) ; 3,54 (mt, 1H : 1'autre H 
du CH 2 en 3 8) ; 3,90 (AB limite, 2H : NCH 2 de Tallyle) ; 4,57 (dd, J = 8 et 6 Hz, 1H : 
3 a) ; 4,76 (dd large, J = 13 et 7,5 Hz, 1H : 1'autre H du CHj en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H : 2 
a) ; 4,89 (dd, J = 10 et 1 Hz, 1H : 1 a) ; de 5,05 a 5,20 (mt, 3H : 4 a et =0^ de 
l'allyle) ; 5,27 (d large, J = 6 Hz, 1H : 5 a) ; 5,83 (mt, 1H : CH= de l'allyle) ; 5,88 (d, J 
35 = 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,91 (mt, 1H : 1 p) ; 6,50 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 2) ; 6,60 (d, 
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J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) ; 7,02 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 5) 
; de 7,10 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 7,47 (AB limite, 2H : r H 4 et V H^ ; 
7,88 (dd, J = 4 et 2 Hz, 1H : 1' H^ ; 8,41 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,75 (d, J = 
9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,62 (s, 1H : OH), 

5 

EXEMPLE 22 : Preparation de la 4^-ethyl propylamino-des (4£- 
dimethylamino) pristinamycine I a 

10 On realise a I'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 

culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout k 16h de 1 
ml dhine solution a 20 g/1 dans la soude 0,1N de dichlorhydrate de 4- 
SthylpropylaminophSnylalanine (R,S) synthetisee comme k l'exemple 39-6. Au terme 
de 40 h de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 

15 volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
d'acetonitrile, puis centrifuges, Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, 
sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de 
dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le 

20 dichloromethane et Sluee successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant la 4^-ethyl propylamino-des (4£- 
dimethylamino) pristinamycine Ia sont regroupees et evaporees. Le residu sec est 
repris par 7 ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile et injecte sur une colonne 
semi-preparative Nucleosil 7\i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un 

25 melange de 63% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 37% d'acetonitrile. Les 
fractions contenant la 4^-6thyl propylamino-des (4^-dimethylamino) pristinamycine 
IA sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La phase 
organique est lavee i l'eau, sechfe sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 16 
mg de 4^-ethyl propylamino-des (4^-dimethylamino) pristinamycine Ia- 

30 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3> 5 en ppm, ref. TMS): 0,67 (dd, J = 

16 et 6 Hz, 1H : 1H du CR, en 5 |3) ; 0,91 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 7) ; 0,95 (t, J 
= 7,5 Hz, 3H : CH 3 du propyle) ; 1,14 (t, J = 7 Hz, 3H : CH 3 de l'&hyle) ; 1,15 (mt, 
1H : 1H du CH2 en 3 p) ; 1,25 (mt, 1H : 1H du en 3 7) ; 1,33 (d, J = 7 Hz, 3H : 
CH 3 en 1 7) ; de 1,45 a 1,65 (mt, 3H : l'autre H du CH; en 3 7 et CH 2 propyle) ; 1,63 

35 et 1,75 (2 mts, 1H chacun : CH 2 en 2 (5) ; 2,02 (mt, 1H : Tautre H du en 3 (3) ; 
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2,23 et 2,33 (respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : CI^ en 5 8) ; 
2,37 (d, J = 16 Hz, 1H : 1'autre H du CH^ en 5 (5) ; 2,80 (dt, J = 13 et 5 Hz, 1H : 1H 
duO^enSe) ; 2,89 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 4 |5) ;de3,10a3,25 
(mt, 3H : 1H du CRj en 3 6 et NC^ du propyle) ; 3,26 (s, 3H : NCH3) ; de 3,25 a 
5 3,40 (mt, 2H : NCH, de l'ethyle) ; 3,34 (t, J = 12 Hz, 1H : l'aube H du CH, en 4 (3) ; 
3,54 (mt, 1H : Tautre H du CIt, en 3 8) ; 4,57 (dd, J = 7,5 et 6 Hz, 1H : 3 a) ; 4,76 
(dd large, J = 13 et 7,5 Hz, 1H : 1'autre H du en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H : 2 a) ; 4,89 
(dd,J = 10etlHz, 1H : 1 a) ; 5,21 (dd, J = 12 et 4 Hz, lH:4a) ; 5,28 (d large, J = 
6Hz, lH:5a) ; 5,88 (d, J = 9,5 Hz, lH:6a) ; 5,91 (mt, 1H : 1 (3) ; 6,48 (d,J = 10 
10 Hz, 1H : NH en 2) ; 6,60 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) ; 7,03 (d, J = 8 Hz, 
2H : H Aromatiques en 4 8) ; de 7,10 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 7,47 
(AB limite, 2H : 1' H 4 et 1' Hj) ; 7,89 (mt, 1H : V H^ ; 8,42 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 
1) ; 8,76 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,62 (s, 1H : OH). 

15 

EXEMPLE 23 : Preparation de la 4^-trifluoromethoxy-des(4^- 
dimethylamino) pristinamycine I4 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 

20 culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 20 g/l dans l'eau de chlorhydrate de 4-O-trifluoromethyltyrosine 
(R,S) synthetise comme a l'exemple 34-8. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres 
de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de 
tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le 

25 surnageant est extrait par 2 fois volumes de dichloromethane. Les phases 
chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de 
sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par ml de dichloromethane et injecte sur 
une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee successivement 
par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les fractions contenant 

30 la 4^-trifluoromethoxy-des (4^-dimethylamino) pristinamycine 1^ sont regroupSes et 
evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile 
et injecte en deux fois sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7\i C8 10x250 mm 
(Macherey Nagel) §luee dans un melange de 60% de tampon phosphate 100 mM pH 
2,9 et 40% d'acetonitrile. Les fractions contenant la 4£-trifluoromethoxy-d6s (4£- 

35 dimethylamino) pristinamycine 1^ sont regroupees et extraites par un volume de 
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dichloromethane. La phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium 
puis evaporee. On obtient 46,5 mg de 4£-trffluoromethoxy-des (4^-dimethylamino) 
pristinamycine L^. 

Spectre de R.M.N. » H (400 MHz, CDC1 3 , 8 en ppm, ref. TMS): 0,77 (dd, J = 
5 16 et 5,5 Hz, 1H : 1H du CH, en 5 p) ; 0,92 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 Y ) ; 1,08 
(mt, 1H : 1H du CH, en 3 p) ; de 1,30 a 1,40 (nit, 1H : 1H du CIL. en 3 y) ; 1,33 (d, J 
= 7 Hz, 3H : CH 3 en 1 7) ; de 1,55 a 1,70 (mt. 1H : l'autre H du CIL. en 3 7) ; 1,65 et 
1,76 (2 mts, 1H chacun : CIL. en 2 p) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du en 3 p) ; 2,11 
et 2,40 (respectivement mt et d large, J > 16,5 Hz, 1H chacun : CH, en 5 8) ; 2,54 (d, 

10 J = 16 Hz, 1H : l'autre H du OL. en 5 p) ; 2,88 (dt, J = 13 et 4 Hz, 1H : 1H du CIL. en" 
5 e) ; 3,08 (dd, J = 12 et 5 Hz, 1H : 1H du CH, en 4 p) ; 3,22 (s, 3H : NCHj) ; de 3,30 
a 3,45 (mt, 1H : 1H du CH, en 3 8) ; 339 (t, J = 12 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 4 p) 
; 3,59 (mt, 1H : l'autre H du CIL, en 3 8) ; 4,53 (t, J = 7,5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,75 (dd 
large, J = 13 et 8 Hz, 1H : l'autre H du en 5 e) ; 4,85 (mt, 1H : 2 a) ; 4.89 (dd, J 

15 =10etl,5Hz, 1H :1a); 5,35 (d large, J = 5,5 Hz, 1H :5 a) ; 5,41 (dd,J = 12et 
5 Hz, 1H : 4 a) ; 5,92 (d, J = 10 Hz, 1H : 6 a) ; 5,93 (mt, 1H : 1 p) • 6.53 (d, J = 9,5 
Hz, 1H : NH en 2) ; de 7,15 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 7,16 (d, J = 8 Hz, 
2H : H Aromatiques en 4 e) ; 7,26 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 8) ; 7,37 
(dd, J = 8,5 et 4 Hz, 1H : 1' Hj) ; 7,42 (dd, J = 8,5 et 1,5 Hz, 1H : 1' H<) ; 7.70 (dd, J 

20 = 4 et 1,5 Hz, 1H : 1' ; 8,37 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,75 (d, J = 10 Hz, 1H 
:NHen6);ll,66(s, 1H:0H). 



EXEMPLE 24 : Preparation de la 4^-aUyloxy.des <4£-dimethyIamino) 
25 pristinamycine I a 

On realise a l'echelle de 90 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 20 gfl dans l'acide chlorhydrique 0.1N de chlorhydrate de 4-0- 

30 aUyltyrosine (S) synth§tisee comme a l'exemple 33. Au terme de 40 h de culture, les 
2,7 litres de mout issus de 90 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange 
de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. 
Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases 
chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de 

35 sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et inject^ 
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sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
fractions contenant la 4^-allyloxy-des (4^-dimethylamino) pristinamycine 1^ sont 
regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60% eau et 
5 40% acetonitrile et injecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7\i C8 10x250 
mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 52% de tampon phosphate 100 mM 
pH 2,9 et 48% d'acetonitrile. Les fractions contenant la 4^-allyloxy-des (4^- 
dimethylamino) pristinamycine 1^ sont regroupees et extraites par un volume de 
dichloromethane. La phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium 
10 puis evaporee. On obtient 29 mg de 4^-allyloxy-des (4^-dimethylamino) 
pristinamycine 1^.. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 5 en ppm, ref. TMS): 0,63 (dd, J = 
16 et 6 Hz, 1H : 1H du CH, en 5 p) ; 0,91 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CHj en 2 y) ; 1,13 (mt, 
1H : 1H du CHj en 3 (3) ; 1,29 (mt, 1H : 1H du CH, en 3 7) ; 1,33 (d, J = 6,5 Hz, 3H : 

15 CH 3 en 1 7) ; 1,57 (mt, 1H : l'autre H du CHj en 3 7) ; 1,65 et 1,74 (2 mts, 1H chacun 
: CHj, en 2 p) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CHj en 3 p) ; 2,14 et 2.34 (respectivement 
mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : CH 2 en 5 5) ; 2,43 (d, J = 16 Hz, 1H : l'autre H 
du CH 2 en 5 p) ; 2,85 (dt, J = 13 et 4 Hz, 1H : 1H du CHj en 5 e) ; 2,95 (dd, J = 12 et 
4 Hz, 1H : 1H du OL, en 4 p) ; 3,25 (s, 3H : NCHj) ; 3,33 (mt, 1H : 1H du CHj en 3 

20 5) ; 3,36 (t, J = 12 Hz, 1H : l'autre H du CHj en 4 p) ; 3,56 (mt. 1H : l'autre H du CH, 
en 3 6) ; 4,51 (AB limite, 2H : OCHj de l'allyle) ; 4,56 (t, J = 7,5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,75 
(dd large, J = 13 et 8 Hz, 1H : l'autre H du CHj en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H : 2 a) ; 4,88 
(dd, J = 10 et 1 Hz, 1H :1a); 5,27 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,32 (d large, J = 
6 Hz, 1H : 5 a) ; 5,30 et 5,40 (respectivement mt et dd, J = 17 et 1,5 Hz, 1H chacun : 

25 =CH2 de l'allyle) ; 5,89 (d, J = 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,91 (mt, 1H : 1 p) ; 6,02 (mt, 1H : 
CH= de l'allyle) ; 6,50 (d, J = 10 Hz. 1H : NH en 2) ; 6,85 (d, J = 8 Hz. 2H : H 
Aromatiques en 4 e) ; 7,12 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 5) ; de 7,10 a 7,35 
(mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 7,45 (dd, J = 8,5 et 1,5 Hz, 1H : 1" KL) ; 7,57 (dd, J = 
8,5 et 4 Hz, 1H : 1' ; 7,77 (dd. J = 4 et 1,5 Hz, 1H : 1' HJ ; 8,41 (d, J = 10 Hz. 1H 

30 : NH en 1) ; 8,74 (d. J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,63 (s, 1H : OH). 



EXEMPLE 25 : Preparation de la 4£-ethoxy-des(4^-dimethylamino) 
pristinamycine l\ 

35 
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On realise a l'echelle de 90 erlenmeyers comme decrit dans Texemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout k 16h de 1 
ml d'une solution & 20 gfl dans l'acide dilorhydrique 0,1N de chlorhydrate de 4-0- 
6thyltyrosine (S) synthetise comme & Texemple 33. Au terme de 40 h de culture, les 
5 2,7 litres de mout issus de 90 erlenmeyers sent extraits par 2 volumes d'un melange 
de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'ac6tonitrile, puis centrifuges. 
Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases 
chlorornethyteniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de 
sodium et evaporees. Lextrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte 

10 sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
fractions contenant la 4^-ethoxy-des (4^-dimethylamino) pristinamycine I a sont 
regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60% eau et 
40% acetonitrile et injecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7\i C8 10x250 

15 mm (Macherey Nagel) 61u§e dans un melange de 52% de tampon phosphate 100 mM 
pH 2,9 et 48% d'acetonitrile. Les fractions contenant la 4^-ethoxy-des (4^- 
dim6thylamino) pristinamycine 1^ sont regroupees et extraites par un volume de 
dichloromethane. La phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium 
puis 6vaporee. On obtient 29 mg de 4£-6thoxy-des (4^-dimethylamino) 

20 pristinamycine 1^. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS): 0,64 (dd, J = 
16 et 5,5 Hz, 1H : 1H du en 5 p) ; 0,90 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 7) ; 1,12 
(mt, 1H : 1H du CH^ en 3 p) ; 1,25 (mt, 1H : 1H du en 3 7) ; 1,33 (d, J = 7 Hz, 
3H : CH 3 en 1 7) ; 1,42 (t, J = 7 Hz, 3H : CH 3 de l'&hyle) ; 1,57 (mt, 1H : l'autre H du 

25 CH2 en 3 7) ; 1,63 et 1,74 (2 mts, 1H chacun : en 2 p) ; 2,02 (mt, 1H : Tautre H 
du CH2 en 3 p) ; 2,16 et 2,35 (respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : 
CHg en 5 8) ; 2,43 (d, J = 16 Hz, 1H : l'autre H du Ci^ en 5 p) ; 2,83 (dt, J = 13 et 4 
Hz, 1H : 1H du CH2 en 5 e) ; 2,93 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 1H du en 4 p) ; de 
3,15 a 3,30 (mt, 1H : 1H du CR, en 3 5) ; 3,24 (s, 3H : NCHj) ; 335 (t, J = 12 Hz, 1H 

30 : l'autre H du CH 2 en 4 p) ; 3,55 (mt, 1H : l'autre H du en 3 8) ; 3,95 (AB limite, 
2H : OCHj de l'6thyle) ; 4,56 (dd, J = 7,5 et 6 Hz, 1H : 3 a) ; 4,75 (dd large, J = 13 et 
8 Hz, 1H : Tautre H du en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H : 2 a) ; 4,87 (dd, J = 10 et 1 Hz, 
1H : 1 a) ; 5,26 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H :4a); 5,32 (d large, J = 5,5 Hz, 1H : 5 a) ; 
5,88 (d, J = 10 Hz, 1H : 6 a) ; 5,92 (mt, 1H : 1 p) ; 6,48 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 2) 

35 ; 6,83 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) ; 7,10 (d, J = 8 Hz, 2H : H 
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Aromatiques en 4 6) ; de 7,10 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 7,44 (dd, J = 
8,5 et 1,5 Hz, 1H : V ; 7,57 (dd, J = 8,5 et 4,5 Hz, 1H : V ; 7,77 (dd, J = 4,5 et 
1,5 Hz, 1H : 1' H() ; 8,38 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,75 (d, J = 10 Hz, 1H : NH 
en6);ll,60(s,lH:OH). 

5 

EXEMPLE 26 : Preparation de la 4£-(2-chloroethoxy) -des (4£- 
dimethylamino) pristinamydne I a 

10 On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 

culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 20 g/1 dans l'eau de chlorydrate de 4-0(2-chloroethyl) tyrosine (S) 
synthetise comme a l'exemple 42-1. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de 
mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de 

15 tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le 
surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases 
chloromfethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de 
sodium et evaporees. L' extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte 
sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee 

20 successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
fractions contenant la 4£-(2-chloroethoxy)-des (4£-dimemylamino) pristinamycine 
I A sont regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60% 
eau et 40% acetonitrile et injecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7\x C8 
10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 60% de tampon phosphate 

25 100 mM pH 2,9 et 40% d'acetonitrile. Les fractions contenant la 4£-(2- 
chloroethoxy)-des (4^-o^imylamino) pristinamydne I A sont regroupees et extraites 
par un volume de dichloromethane. La phase organique est lavee a l'eau, sechee sur 
sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 3,2 mg de 4^-(2-chloroethoxy)-des (4^- 

dim6thylamino) pristinamycine Ia- 

30 Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref . TMS) : 0,66 (dd, J = 

16 et 5.5 Hz, 1H : 1H du en 5 p) ; 0,91 (t, J = 7,5 Hz. 3H : CH 3 en 2 7) ; 1,13 
(mt,lH: lHduCHjenSp) ; 1.28 (mt, 1H : 1H du CHj en 3 7) ; 1,33 (d,J = 7Hz, 
3H : CH 3 en 1 7) ; 1,57 (mt, 1H : l'autre H du CK, en 3 7) ; 1,66 et 1,76 (2 mts, 1H 
chacun : CH 2 en 2 p) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CBj en 3 p) ; 2,16 et 2,37 

35 (respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : CHj en 5 8) ; 2,47 (d, J = 16 
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Hz, 1H : l'autre H du CHj en 5 p) ; 2,86 (dt, J = 13 et 4 Hz, 1H : 1H du CIL. en 5 e) ; 
2,95 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 1H du CK, en 4 p) ; 3,23 (s, 3H : NCHj) ; 3,32 (mt, 1H 
: 1H du CHj en 3 5) ; 3.37 (t, J = 12 Hz, 1H : l'autre H du CIL. en 4 p) ; 3,57 (mt, 1H : 
l'autre H du en 3 8) ; 3,82 (t, J = 6 Hz, 2H : OLC1) ; 4,19 (AB limite, 2H : OCH, 

5 de l'ethyle) ; 4,55 (dd, J = 7,5 et 7 Hz, 1H : 3 a) ; 4,75 (dd large, J = 13 et 8 Hz, 1H : 
l'autre H du CHj en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H : 2 a) ; 4,87 (d large, J = 10 Hz, 1H : 1 a) ; 
5,28 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,32 (d large, J = 5,5 Hz, 1H : 5 a) ; 5,88 (d, J = 
10 Hz, 1H : 6 a) ; 5,90 (mt, 1H : 1 p) ; 6,50 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 2) ; 6,86 (d, J 
= 8Hz,2H:HAiomatiquesen4e) ;7,13 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 6) ; 

10 de 7,10 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 7,45 (AB limite, 2H : 1' H< et 1' Hj) ; 
7,75 (dd, J = 4 et 2 Hz, 1H : 1' H,) ;-8,38 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,74 (d, J = 
10 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,62 (s, 1H : OH). 

15 EXEMPLE 27 : Preparation de la 4^-acetyl -des 4^-dimethylamino) 

pristinamycine I a. 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 

20 ml d'une solution a 20 gfl dans la soude 0.1N de 4-acetyl phenylalanine (S) 
synthetisee comme a l'exemple 33. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de mout 
issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est 
extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les phases chloromethyleniques 

25 sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. 
L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte sur une colonne de 
silice (30g) raontee dans le dichlorometnane et feluee successivement par paliers de 0 
a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les fractions contenant la 4^-ac6tyl)- 
des (4^-dimethylamino) pristinamycine Ia sont regroupees et evaporees. Le residu 

30 sec est repris par 7 ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile et injecte sur une 
colonne semi-preparative Nucleosil 7^C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans 
un melange de 60% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 40% d'acetonitrile. Les 
fractions contenant la 4^-acetyl-des (4^-dimethylamino) pristinamycine Ia sont 
regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La phase organique est 
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lavee a 1'eau, s6chee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 4,2 mg de 4£- 
acetyl-des (4^-dimefliylamino) pristinamycine L\- 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 5 en ppm, ref. TMS): 0,73 (dd, J = 
16 et 6 Hz, 1H : 1H du CHj en 5 (5) ; 0,93 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 y) ; 1,12 (mt, 
5 1H : 1H du CHj en 3 |3) ; de 1,25 a 1,45 (mt, 1H : 1H du Oi, en 3 7) ; 1,33 (d, J = 7 
Hz, 3H : CH 3 en 1 y) ; 1,62 (mt, 1H : l'autre H du CHj en 3 7) ; de 1,60 a 1,85 (mt, 2H 
: CHj en 2 (3) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CH; en 3 |3) ; 2,20 et 2,42 (respectivement 
mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : CHj en 5 8) ; 2,52 (d, J = 16 Hz, 1H : Tautre H 
du CHj en 5 13) ; 2,60 (s, 3H : AiGOCHJ ; 2,88 (dt, J = 13 et 4,5 Hz, 1H : 1H du CH, 

10 en 5 e) ; 3,13 (dd, J = 13,5 et 5,5 Hz, 1H : 1H du CHj en 4 13) ; 3,21 (s, 3H : NCHj) ; 
de 3,30 a 3,50 (mt, 1H : l'autre H dtf CHj en 4 |5) ; de 3,30 a 3,50 et 3,63 (2 mts, 1H 
chacun : CH 2 en 3 5) ; 4,53 (t, J = 7,5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,75 (dd large, J = 13 et 8 Hz, 
1H : l'autre H du CH 2 en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H : 2 a) ; 4,88 (dd, J = 10 et 1 Hz, 1H : 1 
a) ; 5,35 (d large, J = 6 Hz, 1H : 5 a) ; 5,43 (dd, J = 10,5 et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,90 (d, 

15 J = 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,92 (mt, 1H : 1 15) ; 6,56 (d. J = 9,5 Hz, 1H : NH en 2) ; de 
7,10 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 7,28 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 
4 6) ; 7,38 (dd, J = 8,5 et 2 Hz. 1H : 1' H,) ; 7.42 (dd. J = 8,5 et 4,5 Hz, 1H : 1' Hj) ; 
7,66 (dd, J = 4,5 et 2 Hz, 1H : 1' Hj) ; 7,88 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) ; 
8,38 (d, J = 10 Hz, lH:NHenl);8,74(d,J = 9,5Hz,lH:NHen6) ; 11,65 (s. 1H : 

20 OH). 

EXEMPLE 28 : Preparation de la 48-dimethylamino-des (4£- 
dimethylamino) pristinamycine 1^. 

25 

On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 20 g/l dans la soude 0.1N de dichlorhydrate de 3- 
cjmethylaniinophenylalanine (R,S) synthetisee comme a l'exemple 35-10. Au terme 

30 de 40 h de culture, les 1,8 litres de mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 
volumes d'un melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
d'acetonitrile, puis centrifuges. Le sumageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a I'eau puis combinees, 
sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L' extrait sec est repris par 20 ml de 

35 dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le 
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dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant la 4e-dimethylamino-des (4£- 
dim&thylamino) pristinamycine 1^ sont regroupees et evaporees. Le residu sec est 
repris par 3 ml d'un melange 60% eau et 40% acetonitrile et injecte sur une colonne 
5 semi-preparative Nucleosil l\i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un 
melange de 57% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 43% d'acetonitrile. Les 
fractions contenant la 4e-dimethylarnino-des (4^-dimethylamino) pristinamycine L\ 
sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane . La phase organique 
est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 1,1 mg de 

10 4£-dimethylamino-des (4^-dim6thylamino) pristinamycine 1^. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1,, 8 en ppm, ref. TMS): 0,63 (dd, 
J = 16 et 5 Hz, 1H : 1H du OL. en 5 p) ; 0,91 (t, J ■ 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 y) ; 1,13 
(mt, 1H : 1H du CHj en 3 p) ; de 1,20 a 1,35 (mt, 1H : 1H du CK, en 3 y) ; 1,32 (d, J 
= 6,5 Hz, 3H : CHj en 1 y) 1 1.57 (mt, 1H : l'autre H du CH, en 3 y) ; 1,63 et 1,76 (2 

15 mts, 1H chacun : CHj en 2 p) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CH 2 en 3 p) ; 2,08 et 2,31 
(respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : CIL, en 5 5) ; 2,35 (d, J = 16 
Hz, 1H : l'autre H du CFL, en 5 |3) ; 2,81 (dt, J = 13 et4 Hz, 1H : 1H du CHj en 5 e) ; 
2,90 (s, 6H : WCH^ ; 2,97 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 1H du en 4 0) ; de 3,20 a 
3,30 (mt, 1H : 1H du CHj en 3 5) ; 3,28 (s, 3H : NCH3) ; 3,37 (t, J = 12 Hz, 1H : 

20 l'autre H du Ctt, en 4 p) ; 3,57 (mt, 1H : l'autre H du CHj en 3 5) ; 4,58 (t, J = 7,5 Hz, 
1H : 3 a) ; 4,74 (dd large, J = 13 et 8 Hz, 1H : l'autre H du CH 2 en 5 e) ; 4,86 (mt, 1H 
:2a); 4,89 (d large, J = 10 Hz, 1H : 1 a) ; 5,27 (dd. J = 12 et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,29 
(d large, J = 5 Hz, 1H : 5 a) ; 5,89 (d. J = 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5.90 (mt, 1H : 1 ; 
6,50 (d, J ■ 10 Hz, 1H : NH en 2) ; de 6,50 a 6,70 (mt, 3H : H Aromatiques en ortho 

25 et en para du dimemylamino) ; de 7,15 a 7,35 (mt, 5H : H Aromatiques en 6) ; 7,20 (t, 
J = 
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ml d'une solution a 20 g/1 dans la soude 0,1N de chlorhydrate de 3- 
methylthiophenylalanine (R,S) synthase comme a Texemple 34-11. Au terme de 40 
h de culture, les 1,68 litres de mout issus de 56 erlenmeyers sont extraits par 2 
volumes tfun melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% 
5 d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est extraii par 2 fois 0,5 volumes de 
dichloromethane. Les phases chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinfies, 
sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de 
dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) montee dans le 
dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le 
10 dichloromethane. Les fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine 1^ 
sont regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 54% eau 
et 46% acetonitrile et injecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil 7\i C8 
10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 55% de tampon phosphate 
100 mM pH 2,9 et 45% d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle 
15 pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La 
phase organique est lavee a l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis 6vapor6e. On 
obtient 20 mg de 46-methylthio-des (4^-dim6thylamino) pristinamycine 1^. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref . TMS): 0,56 (dd, 
J = 16 et 5,5 Hz, 1H : 1H du CH;, en 5 p) ; 0,90 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 7) ; 1.13 
20 (mt, 1H : 1H du CHg en 3 p) ; 1,28 (mt, 1H : 1H du en 3 7) ; 1,32 (d, J = 6,5 Hz, 
3H : CH 3 en 1 7) ; 1,58 (mt, 1H : l'autre H du en 3 7) ; 1,62 et 1,74 (2 mts, 1H 
chacun : CHa en 2 p) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CHg en 3 p) ; 2,25 et 2,35 
(respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : CHg en 5 6) ; 2,39 (d, J = 16 
Hz, 1H : l'autre H du en 5 p) ; 2,43 (s, 3H : SCH3) ; 2,82 (dt, J = 13 et 4 Hz, 1H : 
25 1H du CHjj en 5 e) ; 2,98 (dd, J = 12 et 4,5 Hz, 1H : 1H du en 4 p) ; 3,26 (s, 3H : 
NCH 3 ) ; 3,30 (t, J = 12 Hz 1H : 1H du CHa en 3 6) ; 3,38 (mt, 1H : l'autre H du CHj, 
en 4 p) ; 3,57 (mt, 1H : Fautre H du Cl^ en 3 6) ; 4,56 (t, J = 7,5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,74 
(dd large, J = 13 et 8 Hz, 1H : Tautre H du CHg en 5 e) ; 4,84 (mt, 1H : 2 a) ; 4,89 
(dd, J = 10 et 1 Hz, 1H : 1 a) ; 5,29 (dd, J = 12 et 4,5 Hz, 1H :4a); 5,32 (d large, 
30 J = 5,5 Hz, 1H : 5 a) ; 5,88 (d, J = 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,90 (mt, 1H : 1 p) ; 6,51 (d, J 
= 10 Hz, 1H : NH en 2) ; 6,99 (d large, J = 8 Hz, 1H : H Aromatique en para du 
methylthio) ; 7,10 et 7,15 (respectivement s large et d large, J = 8 Hz, 1H chacun : H 
Aromatiques en ortho du methylthio) ; de 7,15 k 7,35 (mt, 6H : H Aromatiques en 6 
et H Aromatiques en meta du methylthio) ; 7,43 (d large, J = 8 Hz, 1H : V H^ ; 7,52 
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(dd, J = 8 et 4 Hz, 1H : 1' Hg) ; 7,79 (d large, 3 = 4 Hz, 1H : 1' Hg) ; 8,38 (d, J = 10 
Hz, 1H : NH en 1) ; 8,73 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11.62 (s, 1H : OH). 
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EXEMPLE 30 : Preparation de la 4e-ethoxy-des(4^-dimethylamino) 
pristinamycine I a* 

5 On realise a l'echelle de 60 erlenmeyers comme decrit dans i'exemple 3 une 

culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 20 g/1 dans la soude 0,2N de chlorhydrate de 3-O-ethyltyrosine 
(S) synth6tise comme a Texemple 37-1. Au terme de 40 h de culture, les 1,8 litres de 
mout issus de 60 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de 

10 tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le 
surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichlorom&hane. Les phases 
chloromethyleniques sont lavees k Teau puis combinees, sechSes sur sulfate de 
sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte 
sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee 

15 successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
fractions contenant le nouveau derive de pristinamycine 1^ sont regroupees et 
evaporees. On obtient 19 mg de residu sec. Celui-ci est repris par 3 ml d'un melange 
60% eau et 40% acetonitrile et injecte sur une colonne semi-pr§parative Nucteosil 7ji 
C8 10x250 mm (Macherey Nagel) eluee dans un melange de 60% de tampon 

20 phosphate 100 mM pH 2,9 et 40% d'acetonitrile. Les fractions contenant la nouvelle 
pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de dichloromethane. La 
phase organique est lavee a Teau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On 
obtient 15,8 mg de 48-O-ethoxy-des (4^-dimethylamino) pristinamycine 1^. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. IMS): 0,55 (dd, 

25 J = 16 et 5,5 Hz, 1H : 1H du CHj>en5 p) ; 0,90 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 7 ) ; 1,12 
(mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 p) ; 1,20 (mt, 1H : 1H du en 3 y) ; 1,31 (d, J = 6,5 Hz, 
3H : CH 3 en 1 y) ; 1,49 (t, J = 7 Hz, 3H : CH 3 de Tethyle) ; 1,54 (mt, 1H : TautreHdu 
CH 2 en 3 7) ; 1,63 et 1,73 (2 mts, 1H chacun : CHg en 2 p) ; 2,02 (mt, 1H : Tautre H 
du CHg en 3 p) ; 2,22 et 2,33 (respectivement mt et d large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : 

30 CHg en 5 6) ; 2,46 (d, J = 16 Hz, 1H : Tautre H du CH 2 en 5 p) ; 2,83 (dt, J = 13 et 4 
Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 e) ; 2,95 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 1H du CHj en 4 p) ; 3,22 
(mt, 1H : 1H du CH 2 en 3 6) ; 3,27 (s, 3H : NCH3) ; 3,39 (t, J = 12 Hz, 1H : Tautre H 
du CHj> en 4 p) ; 3,53 (mt, 1H : Tautre H du en 3 6) ; 3,93 et 4,03 (2 mts, 1H 
chacun : OCH 2 de I'ethyle) ; 4,56 (dd, J = 7 et 5,5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,75 (dd large, J = 

35 13 et 8 Hz, 1H : Tautre H du CHg en 5 e) ; 4,82 (mt, 1H : 2 a) ; 4,88 (dd, J = 10 et 
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I Hz, 1H : 1 a) ; 5,23 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,23 (d large, J = 5,5 Hz, 1H : 5 
a) ; 5,87 (d, J = 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,92 (mt f 1H : 1 p) ; 6,47 (d, J = 10 Hz, 1H : NH 
en 2) ; 6,80 (mt, 3H : H Aromatiques en ortho et en para de l'ethoxy) ; de 7,10 a 7,35 
(mt, 6H : H Aromatiques en 6 et H Aromatiques en m&a de l'ethoxy) ; 7,43 (dd, J = 8 

5 et 1 Hz, 1H : V H^ ; 7,50 (dd, J = 8et4Hz, 1H : l'Hg) ; 7,77 (dd, J = 4 et 1 Hz, 1H : 

I I He) ; 8,38 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,70 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,60 
(s, 1H : OH). 

10 EXEMPLE 31 : Preparation de la 4^-ethylthio-des(4^-dimethylamino) 

pristinamycine I a 

On realise a l'echelle de 2 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 
culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout k 16h de 1 

15 ml d'une solution a 20 g/l dans la soude 0,1N de chlorhydrate de 4- 
6thylthiophenylalanine (S) synth6tis6e comme k 1'exemple 33. Au terme de 40 h de 
culture, les 60 ml de mout issus de 2 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un 
melange de 66% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'ac&onitrile, puis 
centrifuges. Le surnageant est extrait par 2 fois 0,5 volumes de dichloromethane. Les 

20 phases chloromethyleniques sont lavees a l'eau puis combinees, sechees sur sulfate de 
sodium et evaporees. L'extrait sec est repris par 20 ml de dichloromethane et injecte 
sur une colonne de silice (30g) montee dans le dichloromethane et eluee 
successivement par paliers de 0 a 10 % de methanol dans le dichloromethane. Les 
fractions contenant la 4^^thylthio^6s(4^Kiim6thylamino) pristinamycine 1^ sont 

25 regroupees et evaporees. Le residu sec est repris par 7 ml d'un melange 60% eau et 
40% acetonitrile et injecte sur une colonne semi-preparative Nucleosil l\i C8 10x250 
mm (Macherey Nagel) elu6e dans un melange de 52% de tampon phosphate 100 mM 
pH 2,9 et 48% d'acetonitrile. Les fractions contenant la 4^-ethylthio-des (4£- 
dimethylamino) pristinamycine sont regroupees et extraites par un volume de 

30 dichloromethane. La phase organique est lavee k l'eau, sechee sur sulfate de sodium 
puis evaporee. On obtient ? mg de 4^-ethylthio-des (4^^1im6thylamino) 
pristinamycine I a» 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm) : 0,68 (dd, J = 16 et 6 
Hz, 1H : 1H du CIL, en 5 (3) ; 0,92 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 7) ; de 1,10 k 1,40 
35 (mt, 5H : 1H du CH 2 en 3 (3 et 1H du CH^ en 3 7 et CH 3 de l'ethyle) ; 1,32 (d, J = 7 
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Hz, 3H : CH 3 en 1 y) ; de 1,45 a 1,85 (mt, 3H : l'autre H du CH 2 en 3 7 et C1L> en 2 
p) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CI^ en 3 p) ; 2,18 et 2,37 (respectivement mt et d 
large, J = 16,5 Hz, 1H chacun : CH;, en 5 8) ; 2,45 (d large, J = 16 Hz, 1H : l'autre 
H du CR, en 5 p) ; 2,85 (dt, J = 13 et 4 Hz, 1H : 1H du CH 2 en 5 e) ; 2,90 (mt, 2H 
5 : ArSC^ ethyie) ; 2,98 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H ; 1H du eri 4 p) ; 3,25 (s, 3H : 
NCH3) ; 3,35 (mt, 1H : 1H du en 3 6) ; 3,39 (t, J = 12 Hz, 1H : l'autre H du 
en 4 p) ; 3,57 (mt, 1H : l'autre H du en 3 8) ; 4,55 (t, J = 7,5 Hz, 1H : 3 
a) ; 4,75 (dd large, J = 13 et 7,5 Hz, 1H : l'autre H du CR, en 5 e) ; 4,85 (mt, 1H : 
2 a) ; 4,89 (dd, J = 10 et 1 Hz, 1H : 1 a) ; de 5,25 a 5,40 (mt, 2H : 5 a et 4 a) ; 
10 5,88 (d, J = 9,5 Hz, 1H : 6 a) ; 5,91 (mt, 1H : 1 p) ; 6,55 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH 
en 2) ; 7,10 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 8) ; de 7,10 a 7,35 (mt, 7H : H 
Aromatiques en 6 et 4 e) ; 7,44 (AB limite, 2H : r H 4 et 1' H^ ; 7,74 (mt, 1H : 1" 
; 8,38 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,75 (d, J = 9,5 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,62 
(s, 1H : OH). 

15 

EXEMPLE 32 : Preparation de la 4£-ethyl-des(4£-dimethylamino) 
pristinamycine I a 

On realise a Techelle de 2 erlenmeyers comme decrit dans l'exemple 3 une 

20 culture de la souche SP92::pVRC508 en milieu de production avec ajout a 16h de 1 
ml d'une solution a 20 g/1 dans la soude 0,1N de 4-6thylphenylalanine (R,S) 
synthetisee comme a l'exemple 33. Au terme de 40 h de culture, les 60ml de mout 
issus des 2 erlenmeyers sont extraits par 2 volumes d'un melange de 66% de tampon 
phosphate 100 mM pH 2,9 et 34% d'acetonitrile, puis centrifuges. Le surnageant est 

25 extrait par 2 fois volumes de dichlorom6thane. Les phases chlorom6thyleniques sont 
lavees a Teau puis combinees, sechees sur sulfate de sodium et evaporees. L'extrait 
sec est repris par 20ml de dichloromethane et injecte sur une colonne de silice (30g) 
montee dans le dichloromethane et eluee successivement par paliers de 0 & 10 % de 
methanol dans le dichloromethane. Les fractions contenant la 4^-6thyl-des(4£- 

30 dimethylamino) pristinamycine Ia sont regroupees et evaporees. Le residu sec est 
repris par 7ml d'un melange 52% eau et 48% acetonitrile et injecte sur une colonne 
semi-pr6parative Nucleosil l\i C8 10x250 mm (Macherey Nagel) 61u6e dans un 
melange de 52% de tampon phosphate 100 mM pH 2,9 et 48% d'acetonitrile. Les 
fractions contenant la 4^-ethyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ia sont 

35 regroupees et extraites par tin volume de dichloromethane. La phase organique est 



WO 96/01901 



PCT/FR95/00889 



75 

lavee i l'eau, sechee sur sulfate de sodium puis evaporee. On obtient 0,50 mg de 4£- 
ethyl-d6s(4^-dimethylamiiio) pristinamycine I a- 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm, ref. TMS): 0,42 (dd, J 
= 16 et 5,5 Hz, 1H : 1H du CHg en 5 p) ; 0,92 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 7) ; de 
5 1,10 a 1,40 (mt, 2H : 1H du CHg en 3 p et 1H du CHg en 3 7) ; 1,23 (t, J = 7,5 Hz, 
3H : CH 3 de l'ethyle) ; 1,35 (d, J = 7 Hz, 3H : CH 3 en 1 7) ; de 1,45 a 1,85 (mt, 3H 
: l'autre H du CHg en 3 7 et CHg en 2 p) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CHg en 3 p) ; 
2,15 et de 2,25 k 2,40 (2 mts, 1H chacun : CHg en 5 6) ; de 2,25 a 2,40 (mt, 1H : 
l'autre H du CHg en 5 p) ; 2,60 (q, J = 7,5 Hz, 2H : ArCHg de l'ethyle) ; 2,83 (dt, J 

10 = 13 et 4 Hz, 1H : 1H du CHg en 5 e) ; 2,98 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 1H du CHg 
en 4 p) ; de 3,25 a 3,35 (mt, 1H : 1H du CHg en 3 6) ; 3,27 (s, 3H : NCH3) ; 3,39 
(t, J = 12 Hz, 1H : l'autre H du CHg en 4 p) ; 3,59 (mt, 1H : l'autre H du CHg en 3 
6) ; 4,58 (dd, J = 7 et 6,5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,75 (dd large, J = 13 et 8 Hz, 1H : l'autre 
H du CHg en 5 e) ; 4,87 (mt, 1H : 2 o) ; 4,89 (dd, J = 10 et 1 Hz, 1H :1a); 5.24 

15 (d large, J = 5,5 Hz, 1H : 5 o) ; 5,29 (dd, J = 12 et 4 Hz, 1H : 4 a) ; 5,88 (d, J = 10 
Hz, lH:6a) ; 5.92 (mt, 1H : 1 p) ; 6.73 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 2) ;de7,10a 
7,35 (mt, 9H : H Aromatiques en 6 - 4 e et 4 6) ; 7,44 (dd, J = 8,5 et 1,5 Hz, 1H : 
1* ; 7,50 (dd, J = 8,5 et 4,5 Hz. 1H : 1' Hg) ; 7,80 (dd, J = 4,5 et 1,5 Hz, 1H : 1' 
He) ; 8,38 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 8,75 (d, J = 10 Hz, 1H : NH en 6) ; 11,66 

20 (s,lH:OH). 

A partir des memes fractions issues de la colonne de silice decrite ci-dessus, 
contenant egalement le nouveau derive de pristinamycine Ih , 0,3mg de £-ethyl- 
des(4£-dimethylamino) pristinamycine Ijj sont isoles en operant la chromatographic 

25 sur colonne semi-preparative comme decrit ci-dessus. 

Spectre de R.M.N. 1 H (400 MHz, CDC1 3 , 6 en ppm) : 0,04 (mt. 1H : 1H du 
CHg en 5 |3) ; 0,92 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 en 2 7) ; de 1,10 a 1,40 (mt, 2H : 1H du 
CHg en 5 6 et 1H du CHg en 5 7) ; 1,18 (t, J = 7,5 Hz, 3H : CH 3 de l'ethyle) ; 1.30 
(d, J - 6,5 Hz, 3H : CH 3 en 1 7) ; de 1,45 a 1,85 (mt, 7H : l'autre H du CHg en 5 7 - 

30 l'autre Hdu CHg en5 5- 1H du CHg en 3 |3 - CHg en 3 7 et CH 2 en 2 15) ; 1,81 (d 
large, J = 13 Hz, 1H : l'autre H du CHg en 5 (3) ; 2,02 (mt, 1H : l'autre H du CHg en 
3 (5) ; 2,40 (dt, J = 13 et 4 Hz, 1H : 1H du CHg en 5 e) ; 2,65 (q, J = 7,5 Hz, 2H : 
Ar CHg de l'ethyle) ; 2,97 et 3,09 (respectivement dd et t, J = 12 et 5 Hz et J = 12 
Hz, 1H chacun : CHg en 4 |3) ; 3,50 et 3,60 (2 mts, 1H chacun : CHg en 3 8) ; 4,13 

35 (dd, J = 8 et 5 Hz, 1H : 3 a) ; 4,49 (d large, J = 13 Hz, 1H : Tautee H du CHg en 5 
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e) ; 4,70 (mt, 2H : 5 a et 4 a) ; 4,77 (mt, 1H : 2 a) ; 4,83 (dd, J = 10 et 1 Hz, 1H : 
1 a) ; 5,50 (d, J = 7 Hz, 1H : 6 a) ; 5,74 (mt, 1H : 1 (3) ; 6,09 (d, J = 4 Hz, 1H : 
NH en 4) ; 6,72 (mf , 1H : NH en 2) ; 7,07 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 e) 
; 7,15 (d, J = 8 Hz, 2H : H Aromatiques en 4 6) ; de 7,15 a 7,35 (mt, 5H : 
5 H Aromatiques en 6) ; 7,40 (dd, J = 8 et 1 Hz, 1H ; V H^ ; 7,45 (dd, J = 8 et 4 Hz, 
1H : T Hs) ; 7,92 (dd, J = 4et 1 Hz, 1H : 1' ; 8,40 (mf, 1H : NH en 6) ; 8,50 (d, 
J = 10 Hz, 1H : NH en 1) ; 11,72 (s, 1H : OH). 

10 

EXEMPLE 33 : Preparation de derives de phenylalanine et d'arfde 
phenylpyruvique deja decrits. 

15 La phenylalanine, et les derives 4~methoxyph&iylalanine, 4- 

bromophenylalanine, 4-chlorophenylalanine, 4-iodophenylalanine, 4- 
trifluorom6thylph6nylalanine, 4-aminophenylalanine, 3-methoxyphenylalanine 
utilises sont commerciaux. 

Les derives suivants de phenylalanine peuvent etre preparees selon les 
20 methodes decrites dans la litterature. 

4-Dimethylaminophenylalanine (RS) 

D.F. Elliott, A.T. Fuller, C.R. Harrington, J, Chem. Soc., 1948, 85-89. 
4-Diethylaminophenylalanine (RS) 

Moldaver B.L., Pushkareva Z.V., Zhur. Obshchei Khim,. 31, 1560-1569 
25 (1961); 

C.A. 1961, 22226f J.A Stock, J. Chem. Soc, 1959, 90-97 
4-Ethylaminophenylalanine (RS) 
F. Bergel, J.A. Stock, J. Chem. Soc, 1959, 90-97. 
4-PhenyIphenylalanine (RS) 
30 J. V. Braun, J. Nelles, Berichte, 66B, 1933, 1464-1470. 

4-Methylphenylalanine (RS) 

R.R.,Herr, T. Enjoki, J.P. Dailey, J. Am. Chem. Soc, 1957, 79, 4229-4231. 
4-Methylthiophenylalanine (RS) et 4- Ethylthiophenylalanine (R$) 
R.L.Colescott, R.R.Herr, J.P. DaUey J. Am. Chem. Soc, 1957, 79, 4232-4235. 
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4-Methoxycarbonylphenylalanine (RS) 
H.Cleland, J. Org.Chem., 1969, 34, 747. 
2,4 Dimethylphenylalanine (RS) 

R.R.,Herr, T. Enjoki, J.P. Dailey, J. Am. Chem. Soc, 1957, 79, 4229-4231. 
5 3,4 Dimethylphenylalanine (RS) 

R.R.,Herr, T. Enjoki, JJP. Dailey, J. Am. Chem. Soc, 1957, 79, 4229-4231. 

3- Trifluoromethylphenylalanine (RS), chlorhydrate 
R. Filler and H.Novar, J. Qrg.Chem, 1960, 25, 733-736. 

4- Aminomethyl phenylalanine (S) 

10 G.E. Stokker, W.F. Hoffman and C.F. Homnick, J.Org.Chem., 1993, 58, 5015- 

5017. 

3- Methylphenylalanine (R.S) 

J.H Burckhalter, V.C Stephens, J.A.C.S. 1951, 73, 56-58. 

4- Acetyl phenylalanine (R.S) 

15 J.L Degaw et coll., J. Med-Che., 1969, 11, 225-227 

4-O-AUyl tyrosine (S) 

A. Loffet, H. Zang, Int J. Pept Protein Res. ,1993, 42, 346 
4-O-Ethyl tyrosine (S) 

Y. Sasaki et colli, Chem. Pharm, Bull., 1982, 30, 4435 

20 4-Ethyl phenylalanine (RS) 

A. Zhuze et coll., Coll., Czech. Chem. Commmm., 1965, 62, 2648 

L' acide 4-tert-butylphenylpymvique peut etre prepare suivant 

R. Breslow, J.W. Canary, M. Varney, S.T. Waddell and D. Yang, J. 
Am.Chem.Soc.. 1990, 112, 5212-5219. 

25 

Les autres derives de phenylalanine ont ete prepares suivant les exemples 34 a 
42 indiques ci-dessous. Dans ces exemples, les chromatographies flash sont 
effectuees sous une pression d'azote moyenne de 50 kPa, en utilisant une silice de 
granulom6trie 40-53 urn, selon Still £t fil, J. Org. Chem., 42, 2923, (1978). 

30 
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EXEMPLE 34: Preparation de derives de phenylalanine et d'un derive 
d'acide phenylpyruvique par la methode A. 




5 

34-1: 4-Methvlaminophenvlalamne (RS). dichlorhvdrate 

A 3,70 g de N-ac6tyl 4-m6thylaminophenylalaninate de m§thyle on ajoute 37 
ml decide chlorhydrique 12 N et le melange est chauffe au reflux sous agitation 

10 pendant 8 h. Aprfes une nuit k temperature ambiante , le milieu r§actionnel est 
concentrS a sec sous pression rfeduite (50 kPa), repris par un melange de 50 ml de 
toluene et 50 ml d'ethanol puis & nouveau concentre. Apres sechage en dessicateur 
sous pression rfeduite (2,6 kPa), on obtient 4,18 g (100%) de dichlorhydrate de 4- 
methylaminophenylalanine (RS) sous forme d'un solide beige clair hygroscopique 

15 fondant a 158°C. 

34-2: N-Acetvl 4-mfethvlaminoph6nvlalaninate de methvle (RS) 

A 4 g de 4-m6thylamino 2-acetamido cinnamate de m6thyle place sous 
20 atmosphere d'azote dans un autoclave, on ajoute 0,4 g de palladium sur charbon a 
10% puis 50 ml d'ethanol absolu. Le melange est place sous une pression de 5,5 bars 
d'hydrog&ie et chauffe 15 h a 50°C sous agitation. Apr£s stabilisation de la 
temperature & 26°C et remise a pression atmospherique, le milieu reactionnel est filtre 
sur Clarcel®, rince a l'ethanol puis concentre a sec sous sous pression reduite (2,6 
25 kPa). On obtient ainsi 3,73 g de N-acetyl 4-methylaminoph6nylalaninate de m&hyle 
sous forme de cristaux blancs fondant a 118°C. 
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4-|^thv1aTmno 2-acet *mido cinnamate de methvle 

Dans un tricol placS sous azote on ajoute 5,75 g de 2-ac6tamido acrylate de 
m&hyle, 0,185 g d'acfetate de palladium, 8,1 g de chlorure de tetrabutyl ammonium et 

5 6,03 g d'hydrogenocarbonate de sodium puis on additionne a be melange 6,5 g de 4- 
iodo N-m&hylaniline en solution dans 200 ml de DMF. Le melange est chauffe 16 h 
30 mn a 82°C puis aprfcs refroidissement verse sur 1000 ml d'eau distillee. Le milieu 
est repris par 250 ml de CH 2 C1 2 , la phase organique est decantee et la phase aqueuse 
lavSe par 2 fois 250 ml de CH 2 C1 2 . Les phases organiques sont rassemblees, sech6es 

10 sur sulfate de sodium, filtrees et concentrees sous pression reduite (50 kPa) & 70°C 
pour donner une huile brune qui est puriftee par flash-chromatographie ( feluant 
AcOEt / cyclohexane puis AcOEt pur). 

On obtient ainsi 4 g de 4-methyiamino 2-acetamido cinnamate de methyle, sous 
forme tfun solide jaune (Silice Merck 5719, Rf = 0,48) qui est utilise tel quel. 

15 La N-methyl-p-iodoaniline peut etre preparee suivant : S. Krishnamurihy, 

Tetrahedron Letters, 33, 3315-3318, 1982. 

^^^P^-mRthvlammophenvlovruviQue 

20 On place dans un ballon 2,4 g de 4-methylamino 2-ac6tamido cinnamate de 

methyle et 32 ml d'acide chlorhydrique 12 N. Le melange est chauffe au reflux 3 h 
puis refroidi et lave par 2 fois 20 ml d'ether di&hylique. La phase aqueuse est 
refroidie a -10°C et le precipite obtenu est filtre puis ringe par un minimum d'acide 
chlorhydrique froid. Le solide obtenu est seche au dessicateur sous pression reduite 

25 pour donner 1,1 g d'acide 4-m6thylamino phenylpyruvique sous forme d'un solide 
beige clair fondant i 210°C 

^ f|^nm4-m^thvlphef ivla1anme fR.S). chlorhvdrate 

30 En operant comme a 1'exemple 34-1 mais a partir de 1,6 g de N-Acetyl (3- 

fluoro-4 methyl) phenylalaninate de methyle, on obtient 0,6 g de chlorhydrate de 3- 
fluoro 4-m6thyl phenylalanine (R,S) sous forme de cristaux blancs fondant h une 
temperature superieure a 260°C. 
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N-Acetvl (3-fluoro-4 m&hvl) phenylalaninate de methvle( R.S) 

En operant comme a Fexemple 34-2 mais a partir de 1,9 g de (4-methyl 3- 
fluoro) 2-acetamido cinnamate de methyle, de 0,2 g de palladium sur charbon a 10% 
5 dans 230 ml d'ethanol, on obtient 1,6 g de N-acetyi {3-rluoro-4 methyl) 
phenylalaninate de m6thyle sous forme d'une huile incolore (Silice Merck 5719, Rf= 
0,46; eluant CH 2 C1 2 / AcOEt 50/50). 

34-7: (3-Fluoro 4-methvl) 2-acetamido cinnamate de methyle 

10 

En operant comme i Fexemple 34-3 mais a partir de 3,6 g de 2-acetamido 
acrylate de m6thyle, 0,12 g d'acetate de palladium, 5,2 g de chlorure de tetrabutyl 
ammonium, de 3,8 g d f hydrogenocarbonate de sodium et de 4 g de 2-fluoro 4-bromo 
toluene en solution dans 120 ml de DMF anhydre, on obtient 2,6 g de (3-fluoro 4- 
15 m6thyl) 2-acetamido cinnamate de m&hyle sous forme d'un solide blanc fondant a 
163°C. 

34-8: 4-Trifluorom ethoyvph^nvlalanine (R.S). chlorhytfrate ou Qz 

20 trifluoromethv l tyrosine, chlorhvdrate (R.S) 

En operant comme a Fexemple 34-1 mais a partir de 3 g de N-acetyl (4- 
trifluoromethoxy) phenylalaninate de methyle et de 30 ml d f acide chlorhydrique 12 
N, on obtient 1,5 g de chlorhydrate de 4-trifluoromethoxy phenylalanine (RS) sous 
forme de cristaux blancs fondant a 260°C. 

25 

^Q- N- Acetyl (4-trifluorom &hoxv) phenvlalaninate de methvle (R.S) 
En operant comme a Fexemple 34-2 mais a partir de 3,1 g de (4- 
trifluoromethoxy) 2-acetamido cinnamate de methyle, de 0,3 g de palladium sur 
charbon a 10% dans 50 ml Methanol, on obtient 3 g de N-acetyl (4-trifluorom6thoxy) 
30 phenylalaninate de m6thyle sous fonne d'un solide blanc fondant & 80°C 

34-10: a-THfluoromfr hnYv 2-acetamido cinnamate de methvle 

En operant comme i Fexemple 34-3 mais & partir de 4,3 g de 2-acetamido 
35 acrylate de methyle, 0,14 g d'ac&ate de palladium, 6,1 g de chlorure de tetrabutyl 
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ammonium, de 4,6 g d'hydrogenocarbonate de scxiium et de 5 g de 4- 
trifluorom&hoxy bromo benzene en solution dans 150 ml de DMF anhydre. 

On obtient 3,1 g de (4-trifluoromethoxy) 2-acetamido cinnamate de methyle 
sous forme d'un solide blanc fondant k 135°C. 

5 

^11- 3.MAthvltliioph6nvlalanine (RS). chlorhvdrate 

En operant comme a Texemple 34-1 mais a partir de 3,3 g de N-acetyl 3- 
methylthio ph&iylalaninate de methyle et de 40 ml decide chlorhydrique 12N, on 
10 obtient 1,38 g de chlorhydrate de 3-methylthio phenylalanine (RS) sous forme de 
cristaux blancs fondant a 19Q°C. 

34-12: N- A^tvl 3-m ethvlthio phenvlalaninate de methyle (RS) 

15 On place dans un ballon 3,72 g de 3-methylthio 2-acetamido cinnamate de 

methyle en solution dans 100 ml de methanol et 30 ml de tetrahydrofuranne puis on 
ajoute 1,4 g de magnesium. Apres 20 mn de reaction on refroidi le milieu par un bain 
de glace puis on ajoute a nouveau 1,4 g de magnesium. Le melange est agite a 
temperature ambiante pendant 18 h, vers6 sur 1,4 1 d'eau distillee et 300 ml de 

20 CH 2 C1 2 puis filtie sur Clarcel®. La phase aqueuse est ajustee & pH 6 par addition 
d'acide chlorhydrique 12 N puis decantee et lavee par 100 ml de CH 2 C1 2 . Les phases 
organiques sont rassemblees, sechees sur sulfate de magnesium, filtrees puis 
concentrees a sec sous pression reduite pour donner 3,42 g de N-acetyl 3-methylthio 
phenylalaninate de m6thyle sous forme d'une huile incolore (Silice Merck 5719, Rf= 

25 0,5 ; AcOEt). 

^ii * ?-iytethv1thio 2-acetamido cinnamate de methvle 

En operant comme a Texemple 34-3 mais & partir de 5,6 g de 2-acetamido 
30 acrylate de m&hyle, 0,18 g d'acetate de palladium, 8,2 g de chlorure de t&rabutyl 
ammonium, de 5,86 g d'hydrogenocarbonate de sodium et de 6,5 g de 3-iodo 1- 
m£thylthiobenzene en solution dans 160 ml de DMF anhydre, on obtient 4,8 g de (3- 
m&hylthio) 2-acetamido cinnamate de methyle sous forme d*un solide blanc fondant 
a 139°C 

35 
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34-14: 3-Iodomethvlthioben2£ne 

On place sous agitation dans un tricol 20 ml d'eau distillee et 20 ml d'acide 
chlorhydrique 12 N puis on ajoute par une ampoule de coulee 10 ml de 3-methylthio 
5 aniline. Le melange est tiedi pour assurer la dissolution puis refroidi a 5°C. On ajoute 
ensuite lentement par une ampoule de coulee 5,86 g de nitrite de sodium en solution 
dans 15 ml d'eau en maintenant la temperature entre 5 et 8°C. 20mn apres la fin de 
l'addition, 13,57 g de iodure de potassium en solution dans 15 ml d'eau sont ajout6s 
en lOmn puis le melange est agite 15 h a temperature ambiante. L'huile formee est 

10 separee de la phase aqueuse par decantation, puis additionnee d'une solution aqueuse 
de thiosulfate de sodium. La phase aqueuse est decantee, et le produit extrait par 100 
ml de dichlorom&hane. La phase organique est lavee avec 100 ml d'eau, la phase 
aqueuse ajustee & pH 9 avec de la soude concentree puis decantee. La phase 
organique est lavee par 2 fois 100 ml d'eau, decantee, sechee sur sulfate de 

15 magnesium, filtrfee puis concentree a sec sous pression igduite (50 kPa) h 40°C. Le 
produit resultant est purifie par chromatographie flash (eluant cyclohexane) pour 
donner 13 g de 3-iodo 1 -methy lthiobenzene sous forme d'un liquide jaune (Silice 
Merck 5719, Rf= 0,8 / cyclohexane). 

20 EXEMPLE 35 : Preparation de derives de phenylalanine par la methode 

B. 




25 
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35-1: 4-tert-Butvlph6nvlalanine (RS) 

Dans un tricol surmonte d'un refrigerant sont additionnes 25 g de 4-(tert butyl) 
benzyl acetamidomalonate de di&hyle et 250 ml d'acide chlorhydrique & 37%. Le 
5 melange est agite et chauffe au reflux jusqu'i ce qu'ii n'y ait plus de degagement 
gazeux. Apres refooidissement du milieu reactionnel le precipite obtenu est filtre puis 
recristallise dans rac6tonitrile pour donner 25, 6 g de chlorhydrate de 4-tert- 
butylph6nylalanine (R,S) sous forme d'un solide blanc fondant a 234°C. (Voir 
6galement Journal of the Takeda Research Laboratories Vol. 43; N°3/4, Decl984 
10 p53-76). 

35-2: 4-ftert butvl) benzvl ac&amidomalonate de dfethyle 



Dans tin tricol surmonte d'un refrigerant sont additionnes sous atmosphere 
15 d'azote, 25 g de bromure de 4-tert-butyl benzyle, 50 ml de toluene anhydre et 3,1 g 
d'hydrure de sodium en suspension dans l'huile a 80% puis 21,8 g d' acetamido 
malonate de di&hyle. Le melange est chauffe k 110°C pendant 17 h. Apr6s 
refroidissement on ajoute lentement a Taide d'une ampoule de coulee, 15 ml Methanol 
absolu puis 15 ml d'ethanol a 50% puis 50 ml d'eau. La phase organique est decant6e 
20 et la phase aqueuse iavee par 3 f ois 50 ml d'ether diethylique. Les phases organiques 
sont reunies, lavees a l'eau piiis sech6es sur sulfate de sodium. Apres filtration et 
concentration sous pression rfiduite, le produit est cristallise dans Tether de petrole 
pour donner 25 g de 4-(tert-butyl) benzyl acetamidomalonate de diethyle sous forme 
d'un solide blanc fondant a 80°C. 

25 

35-3: 3-Methvlaminophenvlalan ine (R.S). dichlorhvdrate 

En operant comme k Texemple 35-1 mais a partir de 1,17 g 3-methylamino 
benzyl acetamidomalonate de di6thyle et 20 ml d'acide chlorhydrique 12 N, on 
30 obtient 1, 03 g d'un solide jaune beige. Celui-ci est dissous dans 20 ml d'ethanol 
absolu et addition^ de 0,4 g de noir animal. La solution est f iltree sur Clarcel®, puis 
filtree et concentree sous pression reduite (50 kPa) La meme operation est 
recommencee avec 1 g de noir animal et le solide obtenu triture dans 20 ml dither. 
Apr6s filtration et s6chage sous pression reduite (2,7 kPa) a 50°C, on obtient 0,65 g 



WO 96/01901 



PCT/FR95/00889 



84 

de dichlorhydrate de 3-methylaminophenylalanine (R,S) sous forme d'une poudre 
blanche fondant vers 135°C (decomposition). 

35-4: 3-M&hvlaminobenzvl acetamidomalonate de di&hvle 

5 

On place dans un tricol maintenu sous atmosphere d'azote 3,11 ml d'anhydride 
acetique. On ajoute ensuite en 3 mn a 0°C, 1,51 ml d'acide formique puis on chauffe 
a 50°C pendant 2 heures. On laisse le melange revenir a temperature ambiante en 
agitant pendant 3h 20 et on ajoute 4 ml de THF anhydre sous azote et on refroidi a - 

10 20°C. On ajoute en 10 mn, une solution de 4 g de 3-aminobenzyl acetamidomalonate 
de di&thyle dans un melange de 15 ml de THF anhydre et de 15 ml de 
dichloromethane anhydre. L'agitation est poursuivie lh lOmn a -20°C puis a 20°C 
pendant 16 h. Le melange reactionnel est concentre a sec sous pression reduite (50 
kPa) a 30°C, puis coevapore avec 30 ml de toluene anhydre pour donner un solide 

15 blanc qui est dissous dans un melange de 10 ml de THF anhydre et de 20 ml de 
dichloro 1,2 ethane anhydre puis place dans un tricol sous azote. 

Le milieu est refroidi a -5°C puis 1,55 ml de complexe borane-dimethylsulfure 
(solution 2M dans le THF) est ajoute en 10 mn. On laisse le milieu revenir a 
temperature ambiante et la solution et chauffee 3 h au reflux puis agitee 15 h a 

20 temperature ambiante. Le milieu reactionnel est refroidi a 0°C puis on ajoute en 25 
mn, 10 ml de MeOH. On agite 45 mn & 0°C puis 30 mn a temperature ambiante. On 
refroidit a 0°C puis on fait barboter HC1 gaz jusqu'a pH 2. On chauffe 1 h a reflux 
puis le melange est concentre a sec sous pression reduite a 30°C pour donner 5 g d'un 
produit qui est repris par 30 ml d'une solution aqueuse de NaHC0 3 et de 30 ml de 

25 CH 2 C1 2 . La phase organique est decantee et la phase aqueuse lavee par 20 ml d'eau. 
Les phases organiques sont reunies, sechees sur sulfate de magnesium, filtrees puis 
concentrees a sec sous pression reduite (2,6 kPa) pour donner 3,43 g d'une huile jaune 
qui est purifiee par chromatographic flash (eluant AcOEt-cyclohexane 50/50). On 
obtient ainsi apres s6chage sous pression reduite (2,7 kPa) a 20°C, 1,18 g de 3- 

30 methylamino benzyl acetamidomalonate de di&hyle sous forme d'un solide beige 
clair fondant a 122°C. 
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35-5: 3-Aminobenz vl acetamidomalonate de diethvle 

Le 3-amino benzyl acetamidomalonate de diethyle peut etre prepare comme 
dScritdans : 

5 T.S. Osdene, D.N.Ward, W.H. Chapman and H. Rakoff, J. Am, Chem. Soc., 

SI, 1959, 3100-3102. 

35-6: 3-Ethvlamino ph6nvlalanine (R.S). dichlorhvdrate 

10 En operant comme & Texemple 34-1 mais a partir de 2 g de N-acetyl 3- 

ethylamino phenylalaninate d ! ethyle(R,S) et de 30 ml d'acide chlorhydrique 12N, on 
obtient 1,7 g de dichlorhydrate de 3-ethylamino phenylalanine (R,S) sous forme d'un 
solide beige clair hygroscopique contenant 10% molaire de dichlorhydrate de 3- 
di&hylamino phenylalanine (R,S). 

15 

35-7: N-Acfrvl 3-6th vlamino phenylalaninate JethvlefR.S) 

On place dans un ballon sous atmosphere d'azote, 3 g de N-acetyl 3-amino 
ph§nylalaninate d'ethyle (R,S), 40 ml d'ethanol et 14 g de nickel de Raney 

20 prSalabiement lave & l'eau distillee et a Tethanol. Le melange est chauffe au reflux 19 
h, refroidi, filtr6 sur Clarcel® puis concentre a sec sous pression r6duite (50 kPa) 
pour donner 3,07 g d'une huile incolore qui est purifiee par chromatographie flash 
(eluant AcOEt) pour donner 2,1 g de N-acetyl 3-ethylamino phenylalaninate d'ethyle 
(R,S) sous forme d'une huile incolore (Silice Merck 5719, Rf= 0,6 : AcOEt) contenant 

25 10% de N-acetyl 3-diethylamino phenylalaninate d'&hyle (R,S). 

35-8: N-acetvl 3-am ino phenvlalaninate d'ethvle(R.S) 

25 g d'un melange de N-acetyl 3-nitro phenylalaninate d'ethyle (R,S) (75% 
30 moL/mol.) et de 3-nitro benzyl acetamidomalonate de diethyle (25% moL/mol.) sont 
places sous azote dans un autoclave. On ajoute 2,5 g de palladium sur charbon a 10% 
puis 200ml de dichlorom&hane. Le melange est plac6 sous une pression de 9 bars 
dliydrogene puis agite a 18°C pendant 4 h. Aprds remise a la pression atmospherique, 
le milieu reactionnel est filtre sur Clarcel®, rince par du dichloromethane puis 
35 concentre a sec sous pression reduite (50 kPa) pour donner un solide qui est 
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recristallise dans 450 ml d ! eau distillee au reflux en presence de 4 g de noir animal 
3S. Aprfcs filtration a chaud sur Clarcel® la cristallisation est abandonnee a 4°C, les 
cristaux sont filtres puis seches pour donner 9,9 g de N-acetyl 3-amino 
phenylalaninate d'6thyle (R,S) sous forme d'un solide beige clair fondant a 106°C et 
5 contenant 5% de 3-amino benzyl aeetamido malonate de diethyle. 

35-9: N-acfrvl 3-nitro phenylalaninate d'ethvlefR.S) et 3-nitro benzvl 
acetamidomalonate de diethvle. 

10 Dans un tricol surmonte d*un refrigerant sont places sous atmosphere d'azote, 

600 ml d'6thanol absolu puis 7,9 g de sodium. Apres dissolution totale, on ajoute 74,5 
g d' aeetamido malonate de diethyle puis 60 g de chlorure de 4-nitro benzyle dans 
200 ml d'ethanol anhydre. Le melange est chauffe au reflux pendant 16h 30mn. Aprds 
refroidissement le milieu reactionnel est concentre sous pression reduite (50 kPa) puis 

15 repris par un melange de 500 ml de CH2CI2 et de 500 ml d'eau. Le pH est ajust6 a 7 
par addition d'acide sulfurique 0,5N puis la phase organique est decantee et la phase 
aqueuse lavee par 2 fois 200 ml de CH2CI2. Les phases organiques sont reunies, 
lavees avec 200 ml d'eau saturee en bicarbonate de sodium, decantee puis sechees sur 
sulfate de magnesium. Apres filtration et concentration sous pression reduite (50 

20 kPa), le produit est recristallise dans 600 ml d'ethanol au reflux pour donner apres 
cristallisation a temperature ambiante, filtration et sfechage, 70,4 g de 3-nitro benzyl 
acetamidomalonate de diethyle.sous forme de cristaux blancs fondant a 156°C. Les 
eaux-meres sont concentrees puis purifiees par chromatographic flash (eluant AcOEt) 
pour donner 25,6 g d' un melange de N-acetyl 3-nitro phenylalaninate d^thyle (75% 

25 mol/mol) et de 3-nitro benzyl acetamidomalonate de diethyle (25% mol/mol) sous 
forme d'un solide beige clair utilise tel que dans l'etape suivante. 

35-10 : 3-Dimethvlamino phenylalanine (RS). dichlorhvdrate 

30 En operant comme a l'exemple 35-1 mais a partir de 0,72 g de N-ac6tyl 3- 

dimethylamino phenylalaninate d'ethyle (RS) et de 8,6 ml d'acide chlorhydrique a 
10N, on obtient aprds evaporation un solide qui est triture dans 50ml d'ac&one, filtr6 
puis seche sous pression reduite (2,7 kPa) a 40°C. On obtient 0,68 g (93%) de 
dichlorhydrate de 3-dim§thylamino phenylalanine (RS) sous forme d'un solide blanc 

35 fondant vers 120°C (decomposition). 
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35-1 1 : N-ac&vl 3-dim6thvlamino phenvlalaninate d'ethvle (RS) 

On place dans un tricol sous atmosphere d'azote, 4g de N-acetyl 3-amino 
5 phSnylalaninate d ! 6thyle (RS), prepare comme d6crit a Fexemple 35-8 dans 15ml de 
DMF et on ajoute 5,5 ml de triethylamine puis 2,5 ml de iodure de m&hyle et 4 ml de 
dichloromethane en maintenant la temperature vers 30°C ft l'aide d'un bain de glace. 
Le melange est ensuite chauffe 18h a 35°C. On ajoute alors lentement 1ml de iodure 
de m6thyle en solution dans 1ml de DMF en maintenant la temperature vers 30°C, 

10 puis 2,2ml de triethylamine puis le melange est chauffe 5h supplementaires ft 35*0. 
Le melange est ramene ft temperature ambiante puis extrait par 100ml d'acetate 
d'ethyle et 150ml d'eau distillee. La phase aqueuse est decantee puis relavee par 2 fois 
70rnl d'acetate d'ethyle. Les phases organiques sont reunies, lavees par 2 fois 80 ml 
d'eau distillee puis par 50ml d'eau distillee saturee en NaCl. La phase organique est 

15 decantee, sechee sur sulfate de magnesium, filtree, puis concentree a sec sous 
pression reduite pour donner 2,4g d'un produit qui est purifie par chromatographic 
flash (dichloromethane, MeOH 90/10). On obtient ainsi 0,72g (16%) de 3-N-acetyl 3- 
dimethylamino phenylalaninate d'&hyle (RS) sous forme de cristaux jaunes. 

20 

EXEMPLE 36: Preparation de derives de phenylalanine par la methode C. 

R 

25 ^^1: 4-Tsopropvlph6nvlalanine (RS) 

On place dans un tricol 7 g de phosphore rouge et 8 g de 4-(isopropyl 
benzylid&ie) 2-methyi 5-oxazolone dans 45 ml d'anhydride antique puis on ajoute 
lentement sous agitation a Taide d'une ampoule de coulee 35 ml d'acide iodhydrique a 
30 57%. En fin d'addition le melange est chauffe 3h 30mn au reflux puis laiss6 3 jours a 
temperature ambiante. Le milieu reactionnel est filtre, le solide obtenu rince par 2 
fois 10 ml d'acide antique puis le filtrat concentre ft sec sous pression reduite. Le 
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residu obtenu est repris par 100 ml d'eau distillee, concentre a sec sous pression 
reduite pour donne un solide qui est repris dans 50 ml d'eau distillee puis extrait par 3 
fois 50 ml dither di6thylique apres addition de 0,5g de sulfite de sodium. L'ether est 
decante et la phase aqueuse placee sous pression reduite pour gliminer les traces 
5 d'ether ciiethyiique. On ajoute a ia phase aqueuse 2 g de noir animai, on chauffe a 40- 
50°C, on f iltre sur Clarcel® puis on rince avec un minimum d'eau. Le pH est ajuste a 
5 par addition, k 4°C, d'ammoniaque a 32%. Le precipite obtenu est filtre k froid, 
ringe par 2 fois 10 ml d'eau, 10 ml '6thanol puis par 2 fois 10 ml d'ether pour donner 
apres sSchage sous pression reduite a 20°C, 3,97 g de 4-isopropylphenylalanine (R,S) 
10 sous forme d'un solide blanc fondant a une temperature superieure k 260°C. (Voir 
egalement Journal of the Takeda Research Laboratories Vol. 43; N°3/4, Decl984 
p53-76). 

36-2: 4-(isopropvl benzvlidfrie) 2-m6thvl 5-oxazolone 

15 

On place dans un ballon muni d'un refrigerant, 18,52 g de N-acetylglycine, 10,6 
g d'acetate de sodium, 20 ml de 4-isopropylbenzaldehyde et 57 ml ^anhydride 
acfitique. On agite 30 mn puis le melange est agite 1 h a 110°C puis 15 h a 
temperature ambiante. Le milieu reactionnel est verse sur 600 ml d'eau et 400 ml 

20 d'6ther de p&role pr§alablement chauffe k 50°C La phase organique est decant6e et 
la phase aqueuse lavee par 2 fois 150 ml d'6ther de p&role. 

Les phases organiques sont rassemblees, sechees sur sulfate de magnesium, 
filtrees et concentrees sous pression reduite jusqu'a 100 ml et obtention d'un precipite. 
Celui-ci est filtr§, lave par 2 fois 50 ml de pentane pour donner 8,2 g de 4-(isopropyl 

25 benrylidene) 2-methyl 5-oxazolone sous forme d'un solide jaune fondant a 77°C 

36-3: 4-butvlphenvlalanine (R.S) 

En operant comme a l'exemple 36-1 mais a partir de 1,49 g de phosphore rouge, 
30 de 1,8 g de 4-(butyl benzylidene) 2-methyl 5-oxazolone dans 9,23 ml d'anhydride 
acetique et de 7,39 ml d'acide iodhydrique a 57%, on obtient 0,35 g de 4- 
butylphenylalanine (R,S) sous forme d'un solide beige clair fondant a ime 
temperature superieure a 260°C. 
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36- 4- henzvlidene) 2-m6thvl 5-oxazolone 

En operant comme i l'exemple 36-2 mais a partir de 8,43 g de N-ac6tylglycine, 
5 4,92 g d'ac&ate de sodium, 9,8 g de 4-butyibenzaldehyde et 26 mi d'anhydride 
antique, on obtientl,89 g de.4-(butyl benzylidene) 2-methyl 5-oxazolone, sous 
forme d'un solide jaune fondant a 74°C. 

10 

EXEMPLE 37 : Preparation d'un derive de phenylalanine par la methode 

D. 

37- 1 1 3-Ethoxv p henvlalanine(R.S). chlorhvdrate (ou 3-O-Ethvltvrosine (R.S). 
15 chlorhvdrate) 

On place dans un ballon 1 g de N-tert butoxy carbonyl 3-ethoxy phenylalanine 
(R,S) en solution dans 3,6 ml de dioxanne chlorhydrique puis le melange est agitS 5 h 
a temperature ambiante. Le precipite forme est filtre, ringe par du dioxanne puis a 
20 Tether puis sech6 sous pression reduite (2,7 kPa) a 40°C pour donner 0,65 g de 3- 
6thoxy phenylalanine (R,S), chlorhydrate sous forme d'un solide blanc fondant a 
200°C 

37-2: N-tert Butoxy carhonvl 3-ethoxv phenylalanine (R.S) 

25 

On place dans un ballon 1,33 g de N-tert butoxy carbonyl 3-ethoxy 
ph6nylalaninate tfethyle (R>S) en solution dans 8 ml de methanol puis on ajoute 8 ml 
de soude IN. Apres 18 h d'agitation a temperature ambiante, le melange est evaporS 
sous pression reduite, puis acidifie par 8,56 ml d'acide chlorhydrique IN. Le produit 
30 est extrait par 2 fois 10 ml d'ac&ate d'&hyle, les phases organiques sont reunies, 
lavees par 2 fois 10 ml d'eau, sechees filtrees puis concentrees a sec sous pression 
reduite pour donner 1 g de N-tert butoxy carbonyl 3-ethoxy phenylalanine (R,S) sous 
forme d'une huile jaune (Silice Merck 5719, Rf « 0,7, Sluant : toluene 80 / MeOH 10 / 
diethylamine 10). 

35 
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37-3: N-tert Butoxv carbonvl 3-ethoxv phenvlalaninate d'ethvle (R.S) 

On place dans un tricol sous atmosphere d'azote, 1,5 g de N-tert butoxy 
carbonyl 3-tyrosine (R,S) en solution dans 7,5 ml de DMF sec puis on ajoute, 0,508 g 
5 d'hydrure de sodium & 50% dans rhuiie. Apres 2 h d'agitation a temperature ambiante 
on ajoute 0,86 ml de iodoethane puis le melange est agite 4 h a temperature ambiante. 
Le milieu est filtre, le solide resultant lave par 3 fois 10 ml d'eau puis 2 fois 10 ml 
d'ether de petrole pour donner apres sfichage sous pression reduite (2,7 kPa) k 30°C, 
1,33 g de N-tert butoxy carbonyl 3-ethoxy phenylalaninate d'&hyle (R,S) sous forme 
10 d'un solide blanc. 

37-4: N-tert Butoxv carbonvl 3-tvrosine (R.S) 

On place sous agitation dans un tricol, 18 g de 3-tyrosine (R,S) en solution dans 
15 180 ml de dioxanne puis on ajoute 99 ml de soude IN puis 26 g de di-tert butyl 
dicarbonate en solution dans 160 ml de dioxanne. Apr&s 36 h d'agitation le milieu est 
concentre sous pression reduite a 30°C, repris avec 100 ml d'eau distillee, acidifie 
avec de Tacide chlorhydrique IN jusqu'a pH 5 puis extrait par 2 fois 200 ml tfacetate 
d'ethyle. La phase organique est sechee sur sulfate de magnesium, filtr6e puis 
20 concentree a sec sous pression reduite a 30°C, pour donner 30 g de N-tert butoxy 
carbonyl 3-tyrosine (R,S) sous forme d'un solide blanc (Silice Merck 5719, Rf= 0,25, 
eluant : toluene 80, MeOH 10, diethylarnine 10). 



25 EXEMPLE 38: Preparation de derives de phenylalanine par la methode E. 

38- 1: 4-ni'allvlamino phenvlalanine (RS). dichlorfxvdrate 

En operant comme & Texemple 35-1 mais a partir de 5,8 g de 4- 
30 diallylaminobenzyl acetamido malonate de diethyle et de 48 ml d'acide chlorhydrique 
10N, on obtient apres evaporation un solide qui est triture dans 50ml d'acetone, filtr6 
puis triture dans 10ml de dichloromethane, filtre, puis ringe par 3 fois 10 ml rfether 
6thylique. Apres sechage sous pression reduite (2,7 kPa) a 40°C, on obtient 4,41 g de 
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dichlorhydrate de 4-diaUylaminoph6nylalanine (RS) sous forme d'un solide blanc 
casse fondant vers 135°C (decomposition). 

38- 2: 4-Allvlaminophenvlalanine (RS). dichlorhydrate 

5 

En operant comme a 1'exemple 35-1 mais a partir de 3,27 g de 4- 
allylaminobenzyl acetamido malonate de diethyle et de 30 ml d'acide chlorhydrique 
ION, on obtient apres evaporation tin solide qui est triture dans 50ml d'acetone, filtre 
puis seche sous pression reduite (2,7 kPa) a 40°C. On obtient 2,3 g de dichlorhydrate 
10 de 4-alfylaminophenylalanine (RS) sous forme d'un solide blanc fondant vers 134°C 
(decomposition) . 



38-3: 4-Diallvlaminobenzvl acframido malonate de diethvle et 4- 
15 Allvlaminobenzvl ac&amido malonate de diethvle 

On place dans un tricol surmonte d'une ampoule de coulee et maintenu sous 
atmosphdre d'azote lOg de 4-aminobenzylacetamidomalonate de di&hyle en solution 
dans 150ml de DMF. On ajoute lentement a temperature ambiante, 6,57 ml de 

20 bromure d'allyle puis 10,76ml de triethylamine sous agitation. Apres 19 h d'agitation 
on ajoute & nouveau, 1,31ml de bromure d'allyle et 2,15ml de triethylamine et le 
melange est agite 26h* Le milieu reactionnel est verse sur 1,51 d'eau distillee et extrait 
par 11 d'acetate d'6thyle. La phase aqueuse est decantee, lavee par 2 fois 500ml 
d'acetate d'ethyle. Les phases organiques sont reunies, lavees par 500ml d'eau distillee 

25 puis par 500ml d'eau saturee en chlorure de sodium, decantees, sechees sur sulfate de 
magnesium, filtrees puis concentrees a sec pour donner une huile marron qui est 
purifiee par chromatographie flash (eluant CH2CI2 90/ AcOEt 10) pour donner 6,66 
g de 4-diallylaminobenzyl ac6tamido malonate de diethyle sous forme d'un solide 
beige fondant k 94-96°C (Rf =0,6 AcOEt 50/ cyclohexane 50) et 3,49g de 4- 

30 allylaminobenzyl acetamido malonate de diethyle sous forme d'un solide beige 
fondant a 104-106°C (Rf =0,45 AcOEt 50/ cyclohexane 50) 

Le 4-aminobenzyl acetamido malonate de diethyle peut etre prepare comme decrit 
dans J.B. Burckhalter, VC Stephens, J. Am. Chem. Soc., 5£, 1951, 73. 
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EXEMPLE 39: Preparation de derives de phenylalanine par la methode F 




5 

39-1: 4-Rthvl isopmpvl phenylal anine (RS). dichlorfivdrate 

En operant comme a l'exemple 35-1 mais a partir de 2,9 g de 4-ethyl 
isopropylbenzyl acetamido malonate de diethyle et de 24,6 ml d'acide chlorhydrique 
10 ION, on obtient aprfes evaporation un solide qui est triture dans 20 ml dacetone, filtre 
puis seche sous pression reduite (2,7 kPa) a 40°C. On obtient 2 g de dichlorhydrate 
de 4-ethyl isopropylaminophenyialanine (RS) sous forme d'un solide blanc fondant 
vers 147°C (decomposition). 

15 39-2: 4-Rthvl isopmpvl aminobenzvl acetam ido malonate de diethvle 

On place dans un tricol maintenu sous atmosphere dazote, 15g de 4-ethyl 
aminobenzylacetamido malonate de diethyle dans 70ml de THF, on ajoute 6,4ml de 
2-iodopropane puis 8,4ml de l,5-diazabicyclo[4-3-0]non-5-ene puis le melange est 
20 chauffe 24h a 60°G. On ajoute alors 2,13ml de 2-iodopropane, puis 8,4ml de 1,5- 
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cUazabicyclo[4-3-0]non-5-ene puis le melange est chauff6 24h supplementaires & 
60°C 

Le melange est ramene a temperature ambiante puis extrait par 50ml de 
dichloromethane et 50ml d'eau distillee. La phase aqueuse est decantee puis relavee 
5 par 2 fois 30ml de dichioromethane. Les phases organiques sont reunies, lavees par 
60 ml d'eau distillee puis par 50ml d'eau distillee saturee en NaCL la phase organique 
est decantee, sechee sur sulfate de magnesium, filtree, puis concentree a sec sous 
pression reduite pour donner 16,2g d'un produit qui est purifie par chromatographic 
flash (dichloromethane, MeOH 90/10). On obtient ainsi 4,59g d'un produit qui est 
10 recristallise dans 45ml de cyclohexane pour donner 3,44g de 4-ethyl isopropyl 
aminobenzyl acetamido malonate de diethyle sous forme de cristaux blancs fondants 
a 80°C. 

15 39-3: 4-Ethvlamino benzvlacetamido malonate de dfethvle 

Le 4-ethyl aminobenzylacetamido malonate de diethyle peut etre prepare en 
operant comme a l'exemple 35-7 mais a partir de 22 g de 4-aminobenzyl 
acetamidomalonate de di&hyle, 500 ml d'ethanol et 70 g de nickel de raney. On 
20 obtient ainsi, 23,8 g de 4-&hylamino benzylacfetamido malonate de difethyle sous 
forme d'un solide blanc casse fondant k 136°C. 

39-4: 4-Allvl ethvlaminophenvlalanine (RS). dichlorhvdrate 

25 

En operant comme a l'exemple 35-1 mais a partir de 4,54 g de 4-allyl 
ethylbenzyl acetamido malonate de di&hyle et de 37,9 ml d'acide chlorhydrique a 
10N, on obtient aprSs evaporation un solide qui est seche sous pression reduite (2,7 
kPa) & 40°C On obtient 3,67g de dichlorhydrate de 4-allyl ethylaminophenylalanine 
30 (RS) sous forme d'un solide brun fondant vers 130°C (decomposition). 

.39-5: 4-Allvl Sthvla minobenzvl ac&amido malonate de difethvle 

35 En operant comme a l'exemple 39-2 mais a partir de 8 g de 4- 

ethylaminobenzylacetamido malonate de di&hyle, 4 ml de bromure d'allyle, 5,82 ml 
de l,5-diazabicyclo[4-3-0]non-5-ene, dans 50ml de THF, on obtient apr^s 
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purification par chromatographic flash (eluant CH2C12 / AcOEt 90-10 en volume) 5, 
6g d'un solide qui est recristallise dans 35ml de cyclohexane. On obtient ainsi 5,43g 
de 4-allyl Sthylaminobenzyl acetamido malonate de di&hyle sous forme d'un solide 
blanc fondant a 86°C. 

5 

39-6: 4-Ethvl propvlaminophenvlalanine (RSh dichlorhydrate 

En operant comme a Fexemple 35-1 mais a partir de 2,5 g de 4-ethyl 
10 propylaminobenzyl acetamido malonate de di6thyle et de 21 ml d'acide chlorhydrique 
a 10N, on obtient apres Evaporation un solide qui est s§che sous pression reduite (2,7 
kPa) a 40°C. On obtient 2 g (97%) de dichlorhydrate de 4-ethyl 
propylaminophenylalanine (RS) sous forme d'un solide blanc fondant vers 147°C 
(decomposition). 

15 

39-7: 4-Ethvl propylaminobenzyl acetamido malonate de diethvle 

En operant comme a 1'exemple 39-2 mais a partir de 10 g de 4- 
ethylaminobenzylacetamido malonate de diethyle, 5,6 ml de 1-iodo propane, 7,2 ml 
20 de l,5-diazabicyclo[4-3-0]non-5-ene, dans 70ml de THF, on obtient apres 36heures 
de reaction puis purification par chromatographie flash (eluant CH2C12 / MeOH 97-3 
en volume), 2,8g d'un solide qui est recristallise dans 26 ml de cyclohexane- On 
obtient ainsi 2,9g de 4-ethyl propylaminobenzyl acetamido malonate de diethyle sous 
forme d'un solide blanc fondant a 84-86°C. 

25 

39-8: 4-Ethvl Tnethv lcvclopropvlaminophenvlalanine (RS) dichlorhvdrate 

En operant comme a l'exemple 35-1 mais a partir de 3 g de 4-6thyl 
30 methylcyclopropylaminobenzyl acetamido malonate de diethyle et de 25 ml d'acide 
chlorhydrique 10N, on obtient apres 3 jours de reaction, puis evaporation un solide 
qui est triture dans 40 ml d'acetone, f iltre puis seche sous pression reduite (2,7 kPa) a 
40°C. On obtient 2,24 g de dichlorhydrate de 4-&hyl 
methylcyclopropylaminophenylalanine (RS) sous forme d'un solide blanc fondant 
35 vers 140°C (decomposition). 
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39-9: 4-Ethvl methvlcvcloprnpvlaminobenzvl ac&amido malonate de diethyle 

5 En op6rant comme a Texemple 39-2 mais a partir de 8 g de 4- 

ethylaminobenzylac6tamido malonate de diethyle, 2,6 ml de 
hromom6thylcyclopropane, 2,97 ml de l^-diazabicyclo[4-3-0]non-5-ene, dans 50ml 
de THF, on obtient apres 3 jours de inaction puis purification par chromatographic 
flash (eluant CH2C12 / AcOEt 90-10 en volume), 3,3 g de 4-6thyl 
10 methylcyclopropylaminobenzyl acetamido malonate de diethyle sous forme d'un 
solide blanc fondant i 112-114°C. - 



15 

EXEMPLE 40: Preparation de derives de phenylalanine par la methode G 




20 

40-1: 4-n-pvrrolidin vtt phenylalanine (RS) dichlorhvdrate 

En operant comme a l'exemple 35-1 mais a partir de 1,5 g de 4-(l-pyrrolidinyl) 
benzyl acetamidomalonate de diethyle et de 40 ml d'acide chlorhydrique 5N, on 
25 obtient aprSs evaporation un solide qui est triture dans 15 ml d'acetone, filtre puis 
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sech§ sous pression reduite (2,7 kPa) a 40°C. On obtient 0,6 g de dichlorhydrate de 4- 
(1-pyrrolidinyl) phenylalanine (RS) sous forme d'un solide blanc casse. 

5 40-2: 4-(l -pyrrolid ine benzyl ac&amidomalonate de diethyle 

On place dans un autoclave 4g de 4-(l-pyrrolyI) benzyl acetamidomalonate de 
diethyle en solution dans 100ml de MeOH et lg de palladium sur charbon a 10%. 
Apres avoir purge 3 fois a l'azote, le produit est hydrog6ne sous une pression de 14 

10 bars d'hydrogdne a 19°C. Apres 25 heures d'agitation, Thydrogenation est arretSe, le 
produit filtre sur Clarcel®, rince au dichloromethane puis la solution concentree sous 
pression reduite pour donner 3,85 g d'un solide qui est triture dans un melange de 
50ml d'heptane et de 10 ml d'ether ethylique. Le solide obtenu est filtre, seche puis 
purifie par chromatographic flash (eluant CH2CI2 / acetone 90/10 en volume) pour 

15 donner l,6g de 4-(l-pyrrolidinyl) benzyl acetamidomalonate de di&hyle sous forme 
d'un solide blanc fondant a 132°C 

40-3: 4-n-pvrrolvn benzvl acet amidomalonate de diethvle 

20 On place dans un tricol maintenu sous azote, 4,6 g de 4-aminobenzyl 

acetamidomalonate de di&hyle dans 104 ml d'acide acetique.On ajoute 7,02 g 
d'acetate de sodium puis 1,87 ml de 2^-dimethoxyt6trahydrofuranne, Le melange est 
chauffe & 65°C pendant lh 15mn, refroidi, puis extrait par 100ml de dichloromethane 
et 100ml tfeau distillee. La phase aqueuse est decantee puis lavee par 3 fois 100 ml 

25 de dichloromethane. Les phases organiques sont reunies, lavees par 100 ml d'eau puis 
par 100 ml tfune solution saturee en NaCl, decantees puis sechees sur sulfate de 
magnesium, filtrees puis evaporees a sec sous pression reduite(50k Pa) pour donner 
6,2g d'un solide qui est purifie par chromatographic flash (eluant CH2C12 / acetone 
75/25 en volume). On obtient ainsi 3,57 g de 4-(l-pyrrolyl) benzyl 

30 acetamidomalonate de diethyle sous forme d'un solide beige fondant a 110°C. 

EXEMPLE 41: Preparation de derives de phenylalanine par la methode H 

35 41-1: 4-Fihvlthiome ttlvl phenylalanine (RS) 
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On place dans un tricol maintenu sous azote, 300ml de methanol anhydre puis 
on ajoute sous agitation 1, 72g de methylate de sodium puis 5,55ml d'ethyl 
mercaptan. Le solvant est concentre sous pression reduite a 40°C pour donner 8,5 g 
5 du sel de sodium de rethylmercaptan qui est mis en solution dans iOOmi de THF 
anhydre. On ajoute a temperature ambiante 3,6g de 4-chloromethyl phenylalanine 
(RS) puis le melange est chauffe au reflux pendant 18h. Le solvant est evapore sous 
pression reduite & 40°C et le residu repris par 100ml d'eau distillee. La solution 
trouble obtenue est acidif iee par 5 ml d'acide acfetique. Le precipit6 obtenu est filtr6, 
10 rince & l'eau distillee puis seche a 60) C sous pression reduite pour donner 3,6g d'un 
solide qui est purifte par chromatographie flash (eluant AcOEt 60, AcOH 12, eau 10). 
On obtient ainsi 256 mg de 4-ethylthiomethyl phenylalanine (RS), sous forme d'un 
solide blanc fondant a 25 1°C. 

La 4-chlorom6thyl phenylalanine (RS) peut etre obtenue par analogie avec la 4- 
15 chloromethyl phenylalanine (S) decrite dans : R. Gonzalez-Muniz, F. Cornille, F. 
Bergeron, D. Ficheux, J. Pothier, C. Durieux and B. Roques, Int J. Pept. Protein. 
Res., 1991,37 (41), 331-340. 

EXEMPLE 42: Preparation de derives de phenylalanine par la methode I 

20 

42-l: 4-Q-(2-Chloroethyl) tyrosine (SK chlorhydrate 

On place dans un ballon, 5g de N-tert-butoxy carbonyl-4-O- (2-chloroethyl) 
tyrosine (S) en solution dans 50ml de dioxane chlorhydrique. Aprgs 28h d'agitation, 
25 le melange est concentre a sec sous pression reduite. Le residu obtenu est repris par 
50ml d'ether, agit6 puis filtre. Le solide obtenu est lave par 2 fois 25 ml d'ether, seche 
sous pression reduite pour donner l t 58g de chlorhydrate de 4-0- (2-chloroethyl) 
tyrosine (S) sous forme d'un solide blanc fondant a 260°C. 

30 

42-2: N-tert-hutoxv carbon vM-Q-(2-chloroethvn tyrosine (S) 

On place dans un tricol sous atmosphere d'azote, 14g de N-tert-butoxycarbonyl 
tyrosine (S) f en solution dans 140ml de DMF. On ajoute 4,8g d'hydrure de sodium a 
35 50% dans l'huile lentement a la spatule. Apres 2h d'agitation a temperature ambiante, 
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on ajoute 16,87g de 1-tosyl 2-chloroethanol . Apres 2 jours d'agitation on ajoute 2,4g 
d'hydrure de sodium a 50% dans l'huile et 8,4ml supplementaires de 1-tosyl 2- 
chloro&hanol - La meme op&ation est effectute apres 24h et l'agitation est 
poursuivie 24h supplementaires. La reaction est arretee par addition de 100ml d'eau 
5 distillee et le melange reactionnel est concentre a sec sous pression reduite. Le residu 
obtenu est repris par 100ml d'eau distillee puis extrait par 3 fois 100ml d'acetate 
d'ethyle. La phase aqueuse est decantee, acidifiee par 50ml d'HCl IN jusqu'a pH3 et 
le produit est extrait par 3 fois 100ml d'acetate d'ethyle. Les phases organiques sont 
reunies, lavees par 2 fois 50ml d'eau, decantees , sechees sur sulfate de magnesium, 
10 filtrees puis concentrees a sec sous pression reduite pour donner 13,51g de N-tert- 
butoxy carbonyl-4-O- (2-chloroethyl) tyrosine (S) sous forme d'une huile marron (Rf 
0,5, toluene 70% / methanol 20% / diethylamine 10%) utilisee telle quelle dans 
l'etape suivante. 
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TABLEAU V 



MICROORGANISMES 


ANTIBIOTIQUES 


CHAMPIGNONS 




Micramonosooraso. 


Vemarnycines 


STREPTOMYCES 




S. alhonectus 

S. wnganensis (ATCC13528) 
£. diastatfcus 
S, gjamHiofasciens 

S. griseus (NRRL2426) 

5?. griseoviridus (FERMP3562) 

& .lBYOKhdHO. 

S. loTdensis (ATCC11415) 

S. mitakaensis (ATCC15297) 
&iilisaBm(ATCCi20W) 

S. OStreOgd^US (ATCC27455) 
S. pristinaesDiralis (ATCC25486) 
S. virpiniae (ATCC13161) 


Virginiamycines 
F1370 A, B 

Plauracines, Streptogramines 

Streptogramines 

Viridogris&ne (Etamycine) 

Griseoviridine 

Neoviridogriseines 

Etamycines 

Vemarnycines 

Mikamycines 

Synergistines (PA114 A, B) 

Ostreogrycines 

Pristinamycines 

Virginiamycines (Staphylomycines) 


ACTINOMYCETES 




A. auranticolorfATCC31011) 
A. azureus (ATCC31157) 
A. daghestanicus 
A. philippinensis 
Actinoolanes so. (ATCC33002) 
Actinoolanes so. 
Actinomaduraflava 


Plauracines 
Plauracines 
Etamycine 
A-2315 A, B, C 
A15104 

A17002 A, B, C,F 
Madumycines 
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Abreviations utilises : 





AcOEt 


acetate d'ethyle 




ADN : 


acide deoxyribonucleique 


5 


AMP: 


adenosine 5-monophosphate 




CH2CI9: 


dichloromethane 




CLHP: 


chromatographie liquide haute performance 




dCTP 


deoxy-cytosine 5 '-triphosphate 




DMF 


dimethylformamide 


10 


DMPAPA 


4-dimethylamino-L-phenylalanine 




HC1 


acide chlorhydrique 




HT7 


Hickey Tresner solid medium 




3-HPA 


acide 3-hydroxypicolinique 




IPTG 


isopropyl |5-D-thiogalactopyranoside 


15 


kb: 


kilobase 




LB: 


Luria broth (milieu de croissance riche pour £^ coli) 




MeOH 


methanol 




MMPAPA 


4-methylamino-L-phenylalanine 




NaOH 


hydroxyde de sodium 


20 


PAPA 






PFG 

X J— »VJ 






PI 


Pristinamycine I 




P TT 

XT 11 


jl nbuiidinyciric 11 




pb : 


paire de base 


25 


SAM: 


S-adenosylmethionine 




TE: 


tampon 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,5 




THF 


t6trahydrofuranne 




Tris: 


amino-2-hydroxylmethyl-2 propanediol- 1,3 




U.V.: 


rayons ultra-violets 


30 


X-gal: 


5-bromo-4-chloro-3-indoyl-|3-D-galactoside 




YEME: 


yeast extract-malt extract medium (milieu de croissance riche pour 
Strwtoroyces) 
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IjTSTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 



10 



<i> 



DEPOSANT; 
(A) NOM: 



RHONE -POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(±i) TITRE DE L* INVENTION : NOUVELLES STREP TOGRAMINES ET PROCEDE 
DE PREPARATION DE STREPTOGRAMINES PAR MUTASYNTHESE. 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 8 

<iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
15 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



20 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 2888 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

25 (iii) HYPOTHETIQUE: NON - 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Streptomyces pristinaespiralis 



30 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



35 



40 



45 



10 


20 


30 


40 


50 


60 


CTGCAGTTCC 


CCGGGGCCAC 


CGTGCTCAGC 


TCCTCACCCG 


AACGGTTCCT 


GCGCATCGGC 


70 


80 


90 


100 


110 


120 


GCGGACGGCT 


GGGCGGAGTC 


CAAACCCATC 


AAGGGCACCC 


GCCCCCGCGG 


CGCCGGCCCC 


130 


140 


150 


160 


170 


180 


GCCCAGGACG 


CCGCCGTCAA 


GGCCTCCCTC 


GCCGCGGCCG 


AGAAGGACCG 


CAGCGAGAAC 


190 


200 


210 


220 


230 


240 


CTGATGATCG 


TCGACCTGGT 


CCGCAACGAC 


CTCGGCCAGG 


TCTGCGACAT 


CGGCTCCGTC 


250 


260 


270 


280 


290 


300 


CACGTACCGG 


GCCTGTTCGA 


GGTGGAGACC 


TACGCCACCG 


TCCACCAGCT 


CGTCAGCACG 


310 


320 


330 


340 


350 


360 


GTCCGCGGCC 


GCCTGGCGGC 


CGACGTCTCC 


CGCCCCCGCG 


CGGTACGGGC 


CGCCTTCCCC 
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15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



370 380 390 400 410 420 

GGCGGGTCGA TGACCGGCGC GCCCAAGGTC CGCACCATGC AGTTCATCGA CCGGCTCGAG 

430 440 450 460 470 480 

AAGGGCCCGC GCGGCGTGTA CTCGGGCGCG CTGGGCTACT TCGCCCTCAG CGGCGCGGCC 

490 500 510 520 530 540 

GACCTCAGCA TCGTCATCCG CACCATCGTC GCCACCGAGG AGGCCGCCAC CATCGGCGTG 

550 560 570 580 590 600 

GGCGGCGCCG TCGTCGCCCT GTCCGACCCC GACGACGAGG TCCGCGAAAT GCTCCTCAAG 

610 620 630 640 650 660 

GCGCAGACCA CCCTCGCCGC CCTGCGCCAG GCACACGCGG GCGCCACCGC CTCGGACCGT 

670 680 690 700 710 720 

GAACTCCTGG CCGGCAGCCT GCGGTGACCC ACCCACCGCC CCACCCCGGC CACCGCAACC 

730 740 750 760 770 780 

CCGGCTCACC CCCGGGGCGG CCGCGCGCGG TGCCGCCCGG CGGCCGACCC GGCGACGGGT 

790 800 810 620 830 840 

CCGCTCGCGG ACCGGGTGAC GGACCCGGCG GCGGGGCCGG CGGCGGGCCG GGACGTGGGC 

850 860 870 880 890 900 

CGGGACGTGG GCCCGGCGTC CCCGGCGACC GGCACGGCGG CGGGCCCGGA CGTGGGCCCG 

910 920 930 940 950 960 

GCGTGCCCGG CGACCGGCAC GGTGGCGGGG CGGGGCGGGG GACGGTCAGT GCAGGGCGGT 

970 980 990 1000 1010 1020 

GAACATCCGC GCGCACAGCC GTTCCAGCTC CGCGCCGTGC TCGCCCAGCA CACCGCGCAG 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

TTCGGCGAAC AGGGCGGCGA ACGTCTCCTC GTCGCCCCTC TCGACGGCCT GCCCCAGCCG 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

CACCAGGCCG CGGCCCAGCG CCTGCCGCGC GGCCGGCGCG CCGGGGTTGG CGGCCTGGAT 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

GTCGAAATAC ACCTCCGGCG TCCCGCCGGC GATCCGGGCC AGCAGCGCCA GCATCGCCAG 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

ATGCGGCGGC GGGGCACTGT CCCGCAGCGC CCCCACGTCC ACCGACAGCT CACCCAGGCC 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 

CAGCCCGAAG GCCAGCACCG CGGCATGCGT GGCGGCCTGC TGCGCGGCGG TCAGCTCGTC 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

GTGCCGCCGC GCCGGCATCT CCACCACCCG GGCCCCCCAC CCGGCCACCA GCTCCACCAG 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

GGCCCGCACA CCGGGCCCGT CGGTGACCAC CACCGCCGCC ACCGGCCGCC CCTGAAGACC 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 

CAGCGAGGGG GCGAACATCG GGTTCAGCCC CACCGCCTGC AGCCCCGGCG CCGCCTCACG 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

CAGCCGCCCG GCGATCCGGC TCTTGACCGA CAAGGTGTCC GCGAGCACCG CACCGGGCCG 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 

CATCACCCCC GCCAGCACCT CCACCGCCTC CCACGCCACC GGCTCCGGCA CCGCCAGCAC 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 

CACCACGTCC GCCGCCGCCA GCGCCGCGAC CGCCTCCGGC CCCGGCCGCC GCACATCACC 



1690 



1700 



1710 



1720 



1730 



1740 
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GGCCACCACC CGCACCCCGT CCGCCGCACC GGCCCCGGCC ACGTCCAGCC AGGTCACCGC 

1750 1760 1770 1780 1790 1800 

CACCCCCGAA CGCACCAGCC AGTGGCTGAA CATGCGGCCC ACCGCACCGG CCCCGCCCAC 

5 

1810 1820 1830 1840 1850 1860 

CACCACACAA CGCCCGAACA CCGAACCACC CCTCATCCGC GTTCCCGATC CCCCCGGTAC 

1870 1880 1890 1900 1910 1920 

10 GGAGG AAGAA CCATGACCCC GCCCGCCATC CCCGCCGCCC CGCCCGCCAC CGGGCCCGCC 

1930 1940 1950 1960 1970 1980 

CCCGCCACCG ACCCCCTCGA CGCGCTGCGC GCCCGCCTGG ACGCCGCGGA CGCCGCCCTG 

15 1990 2000 2010 2020 2030 2040 

CTGGACGCCG TCCGCACACG CCTGGACATC TGCCTGCGCA TCGGCGAGTA CAAGCGCCTC 



20 



2050 2060 2070 2080 2090 2100 

CACCAGGTGC CGATGATGCA GCCCCACCGG ATCGCCCAGG TCCACGCCAA CGCCGCCCGC 

2110 2120 2130 2140 2150 2160 

TACGCCGCCG ACCACGGCAT CGACCCCGCC TTCCTGCGCA CCCTGTACGA CACGATCATC 



25 



2170 2180 2190 2200 2210 2220 

. ACCGAGACCT GCCGCCTCGA GGACGAGTGG ATCGCCTCCG GCGGCGCCCC CGTCCCCACG 



30 



2230 2240 2250 2260 2270 2280 

CCCGTGCACG CGTCCGCGTC CGCGCGGGGG GCCGTGTCGT GACCGCCGCC GCACCCACCC 

2290 2300 2310 2320 2330 2340 

TCGCCCAGGC GCTGGACGAG GCCACCGGGC AGCTGACCGG CGCCGGGATC ACCGCCGACG 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



2350 2360 2370 2380 2390 2400 

CCGCCCGGGC CGACACCCGG CTGCTGGCCG CCCACGCCTG CCAGGTCGCC CCGGGGGACC 

2410 2420 2430 2440 2450 2460 

TCGACACCTG CCTGGCCGGC CCGGTGCCGC CCCGGTTCTG GCACTACGTC CGGCGCCGTC 

2470 2480 2490 2500 2510 2520 

TGACCCGCGA ACCCGCCGAA CGCATCGTCG GCCACGCCTA CTTCATGGGC CACCGCTTCG 

2530 2540 2550 2560 2570 2580 

ACCTGGCCCC CGGCGTCTTC GTCCCCAAAC CCGAGACCGA GGAGATCACC CGGGACGCCA 

2590 2600 2610 2620 2630 2640 

TCGCCCGCCT GGAGGCCCTC GTCCGCCGCG GCACCACCGC ACCCCTGGTC GTCGACCTGT 

2650 2660 2670 2680 2690 2700 

GCGCCGGACC GGGCACCATG GCCGTCACCC TGGCCCGCCA CGTACCGGCC GCCCGCGTCC 

2710 2720 2730 2740 2750 2760 

TGGGCATCGA ACTCTCCCAG GCCGCCGCCC GCGCCGCCCG GCGCAACGCC CGCGGCACCG 

2770 2780 2790 2800 2810 2820 

GCGCCCGCAT CGTGCAGGGC GACGCCCGCG ACGCCTTCCC CGAACTGAGC GGCACCGTCG 

2830 2840 2850 2860 2870 2880 

ACCTCGTCGT CACCAACCCG CCCTACATCC CCATCGGACT GCGCACCTCC GCACCCGAAG 



TGCTCGAG 



65 




GCC GCC ACG CAT GCC GCG GTG CTG GCC TTC GGG CTG GGC CTG GGT GAG CTG TCG 
Ala Ala Thr His Ala Ala Val Leu Ala Phe Gly Leu Gly Leu Gly Glu Leu Ser 



594 
198 
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GTG GAC GTG GGG GCG CTG CGG GAC AGT GCC CCG CCG CCG CAT CTG GCG ATG CTG 648 

Val Asp Val Gly Ala Leu Arg Asp Ser Ala Pro Pro Pro His Leu Ala Met Leu 216 

5 

GCG CTG CTG GCC CGG ATC GCC GGC GGG ACG CCG GAG GTG TAT TTC GAC ATC GAG 702 

Ala Leu Leu Ala Arg lie Ala Gly Gly Thr Pro Glu Val Tyr Phe Asp lie Gin 234 

10 GCC GCC AAC CCC GGC GCG CCG GCC GCG CGG CAG GCG CTG GGC CGC GGC CTG GTG 756 

Ala Ala Asn Pro Gly Ala Pro Ala Ala Arg Gin Ala Leu Gly Arg Gly Leu Val 252 

CGG CTG GGG CAG GCC GTC GAG AGG GGC GAC GAG GAG ACG TTC GCC GCC CTG TTC 810 

15 Arg Leu Gly Gin Ala Val Glu Arg Gly Asp Glu Glu Thr Phe Ala Ala Leu Phe 270 



20 



25 



GCC GAA CTG CGC GGT GTG CTG GGC GAG CAC GGC GCG GAG CTG GAA CGG CTG TGC 864 

Ala Glu Leu Arg Gly Val Leu Gly Glu His Gly Ala Glu Leu Glu Arg Leu Cys 288 

GCG CGG ATG TTC ACC GCC CTG CAC 888 

Ala Arg Met Phe Thr Ala Leu His 296 



(4) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

30 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 387 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: . lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



40 



(vi) ORIGINE: 

(A) ORGAN IS ME : Streptomyces pristinaespiralis 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3 



45 ATG ACC CCG CCC GCC ATC CCC GCC GCC CCG CCC GCC ACC GGG CCC GCC CCC GCC 54 

Met Thr Pro Pro Ala lie Pro Ala Ala Pro Pro Ala Thr Gly Pro Ala Ala Ala 18 

ACC GAC CCC CTC GAC GCG CTG CGC GCC CGC CTG GAC GCC GCG GAC GCC GCC CTG 108 

50 Thr Asp Pro Leu Asp Ala Leu Arg Ala Arg Leu Asp Ala Ala Asp Ala Ala Leu 36 



55 



CTG GAC GCC GTC CGC ACA CGC CTG GAC ATC TGC CTG CGC ATC GGC GAG TAC AAG 162 

Leu Asp Ala Val Arg Thr Arg Leu Asp lie Cys Leu Arg lie Gly Glu Tyr Lys 54 

CGC CTC CAC CAG GTG CCG ATG ATG CAG CCC CAC CGG ATC GCC CAG GTC CAC GCC 216 

Arg Leu His Gin Val Pro Met Met Gin Pro His Arg lie Ala Gin Val His Ala 72 
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AAC GCC GCC CGC TAC GCC GCC GAC CAC GGC 
Asn Ala Ala Arg Tyr Ala Ala Asp His Gly 

5 

CTG TAC GAC ACG ATC ATC ACC GAG ACC TGC 
Leu Tyr Asp Thr lie lie Thr Glu Thr Cys 

10 

TCC GGC GGC GCC CCC GTC CCC ACG CCC GTG 
Ser Gly Gly Ala Pro Val Pro Thr Pro Val 



ATC GAC CCC GCC TTC CTG CGC ACC 270 
lie Asp Pro Ala Phe Leu Arg Thr 90 



CGC CTC GAG GAC GAG TGG ATC GCC 324 
Arg Leu Glu Asp Glu Trp lie Ala 108 



CAC GCG TCC GCG TCC GCG CGG GGG 378 
His Ala Ser Ala Ser Ala Arg Gly 126 



15 



GCC GTG TCG 
Ala Val Ser 



20 



387 
129 



(5) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 4496 paires de bases 

25 (B) TYPE: acide nucl^ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
30 <iii> ANTI-SENS: NON 



(vi) ORIGINE: 

(A) ORGAN IS ME: Streptomyces prist inaespiralis 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4 

35 



40 10 20 30 40 50 60 



CTCGAGCAGG 


TGCCCCACCT 


CGGCGGCACG 


GTGCGCGGGC 


AGCGCGAACA 


CCGGCAGCGC 


70 


80 


90 


100 


110 


120 


GCCCAGACGG 


AACAGCGCGA 


AGCACACCGC 


GACGAACTCG 


GGCGTGTTCG 


GCAGCTGCAC 


130 


140 


150 


160 


170 


180 


CAGCACCCGC 


TCGCCGGCGC 


CGATCCCGCG 


CGCCGCGAAC 


CCCGCCGCCA 


GCCGGTCGCA 


190 


200 


210 


220 


230 


240 


CCAGCGGTCC 


AGGGCACGGT 


AGGTGACACG 


GGAGCACCCG 


TCCGCGCCGA 


CCAGCGCCTC 


250 


260 


270 


280 


290 


300 


CCGCTCGCCG 


TACTGCTCCG 


CCCAGCGGCC 


CAGCAGCATG 


CCCAGCGGCT 


CGCCCCGCCA 


310 


320 


330 


340 


350 


360 


GTAGCCGGCC 


GCCCGGTACT 


TCGCGGCCAC 


ATCCTCGGGC 


CAGGGAACGC 


ATCCGTCCAG 


370 


380 


390 


400 


410 


420 
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CATCGTTGGT CCTTTCCGGC TTCGTCCTCG CGTCGCGCCC AGTGTCGGCA GCGCCGTTGA 

430 440 450 460 470 ' 480 

CACGCCGCTG ATGCGCCGCG CCCGCGCGCC GCCGCTCCGT CAGGAGCCGA TCAGGGCGGC 

490 500 510 520 530 540 

GTCAGCCGGG CCGGACAGGA TGCCGCCCAC GGGGCCCGGC ACACCGGGCC GCGGCGACAG 

550 560 570 580 590 , 600 

CGGGCCGGCG ACCGGCAGGC CGACACCACG CACGGACGAG AAGAAACAAC ACAAGGGGAG 

610 620 630 640 650 660 

CACCCGATGG AGACCTGGGT CCTGGGCCGG CGCGACGTCG CCGAGGTGGT GGCCGCCGTC 

670 680 690 700 710 720 

GGCCGCGACG AACTCATGCG CCGCATCATC GACCGCCTCA CCGGCGGACT GGCCGAGATC 

730 740 750 760 770 780 

GGCCGCGGCG AGCGGCACCT GTCCCCGCTG CGCGGCGGAC TGGAACGCAG CGAACCCGTG 

790 800 810 820 830 840 

CCCGGCATCT GGGAATGGAT GCCGCACCGC GAACCCGGCG ACCACATCAC CCTCAAGACC 

850 860 870 880 890 900 

GTCGGCTACA GCCCCGCCAA CCCCGGCCGC TTCGGCCTGC CGACCATCCT GGGCACCGTC 

910 920 930 940 950 960 

GCCCGCTACG ACGACACCAC CGGCGCCCTG ACCGCCCTGA TGGACGGCGT GCTGCTCACC 

970 980 990 1000 1010 1020 

GCCCTGCGCA CCGGCGCCGC CTCCGCCGTC GCCTCCCGCC TGCTGGCCCG CCCCGACAGC 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

CACACCCTGG GACTGATCGG CACCGGCGCC CAGGCCGTCA CCCAACTGCA CGCCCTGTCC 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

CTGGTACTGC CCCTGCAACG GGCCCTGGTG TGGGACACCG ACCCCGCCCA CCGGGAAAGC 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

TTCGCCCGGC GCGCCGCGTT CACCGGCGTC AGCGTCGAGA TCGCCGAGCC CGCCCGGATC 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

GCCGCCGAGG CCGACGTCAT CTCCACCGCC ACCTCGGTAG CCGTCGGCCA GGGCCCGGTC 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 

CTGCCCGACA CCGGCGTCCG CGAGCACCTG CACATCAACG CCGTCGGCGC GGACCTCGTC 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

GGCAAGACGG AACTGCCGCT CGGCCTGCTC GAGCGGGCGT TCGTCACCGC CGACCACCCC 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

GAGCAGGCGC TGCGCGAGGG CGAGTGCCAG CAACTCTCCG CCGACCGGCT CGGCCCGCAG 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 

CTGGCCCACC TGTGCGCCGA CCCGGCGGCC GCCGCCGGCC GGCAGGACAC CCTGAGCGTC 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

TTCGACTCCA CCGGCTTCGC CTTCGAGGAC GCCCTGGCGA TGGAAGTGTT CCTCGAGGCC 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 

GCCGCCGAAC GGGACCTGGG CATCCGGGTG GGCATCGAAC ACCACCCCGG CGACGCCCTG 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 

GACCCCTACG CCCTCCAGCC CCTGCCCCTG CCCCTGGCCG CCCCCGCCCA CTGACCCCCC 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 

CCTTTTTTCG GGACCCCCGC TCTTTTTCGA GACCCCCGCC CGGCCGGCCC GGCCCTCCTC 



WO 96/01901 



PCI7FR95/00889 



109 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



1750 1760 1770 1780 1790 1800 

CCGCCGGCCC CCATGCCCGG CCGGGCCGGG GCACCCACGA CGCCCTCGCG AGGAGAGAGA 

1810 1820 1830 1840 1850 1860 

TGCCCCCCAC CCGCCGGCCC ACCACCGACG ACGGCGGCCG TGAACTGCTC GCCTGGCTGC 

1870 1880 1890 1900 1910 1920 

GCGAGATGCG CCACCACCAC CCCGTCCACG AGGACGAATA CGGTGCCTTC CACGTCTTCC 

1930 1940 1950 1960 1970 1980 

GGCACGCCGA CGTCCTCACC GTCGCCTCCG ACCCCGGCGT CTACTCCTCC CAGCTCAGCC 

v 1990 2000 2010 2020 2030 2040 

GGCTACGGCC CGGCTCCCAG GCGTTGAGCG AACAGATCCT GTCGGTCATC GACCCGCCGA 

2050 2060 2070 2080 2090 2100 

TGCACCGCAC CCTGCGCCGC CTGGTCAGCC AGGCCTTCAC CCCCCGCACC GTCGCCGACC 

2110 2120 2130 2140 2150 2160 

TCGAACCACG CGTCACCGAA CTGGCCGGGC AACTGCTCGA CGCCGTCGAC GGCGACACGT 

2170 2180 2190 2200 2210 2220 

TCGACCTCGT CGCCGACTTC GCCTACCCGC TGCCCGTGAT CGTGATCGCC GAACTCCTCG 

2230 2240 2250 2260 2270 2280 

GCGTGCCGCC CGCCGACCGC ACCCTGTTCC GCTCCTGGTC CGACCGGATG CTGCAGATGC 

2290 2300 2310 2320 2330 2340 

AGGTCGCCGA CCCGGCGGAC ATGCAGTTCG GCGACGACGC CGACGAGGAC TACCAACGCC 

2350 2360 2370 2380 2390 2400 

TCGTCAAAGA ACCCATGCGC GCCATGCACG CCTACCTCCA CGACCACGTC ACCGACCGCC 

2410 2420 2430 2440 2450 2460 

GCGCCCGCCC CGCGAACGAC CTGATCTCCG CACTCGTCGC CGCCCGCGTG GAGGGCGAAC 

2470 2480 2490 2500 2510 2520 

GACTCACCGA CGAGCAGATC GTCGAATTCG GGGCGCTGCT GCTGATGGCC GGCCACGTCT 

2530 2540 2550 2560 2570 2580 

CCACCTCCAT GCTGCTCGGC AACACCGTGC TGTGCCTGAA GGACCACCCC CGGGCCGAGG 

2590 2600 2610 2620 2630 2640 

CCGCCGCCCG CGCCGACCGG TCCCTGATCC CCGCCCTGAT CGAAGAAGTA CTGCGGCTGC 

2650 2660 2670 2680 2690 2700 

GGCCGCCGAT CACCGTCATG GCCCGCGTCA CCACCAAGGA CACCGTCCTC GCCGGCACCA 

2710 2720 2730 2740 2750 2760 

CCATCCCCGC CGGACGCATG GTCGTGCCCT CCCTGCTGTC CGCCAACCAC GACGAACAGG 

2770 2780 2790 2800 2810 2820 

TCTTCACCGA CCCCGACCAC CTCGACCTCG CCCGCGAAGG CCGCCAGATC GCCTTCGGCC 

2830 2840 2850 2860 2870 2880 

ACGGCATCCA CTACTGCCTG GGCGCCCCGC TCGCCCGCCT GGAGGGCCGC ATCGCCCTGG 

2890 2900 2910 2920 2930 2940 

AAGCCCTCTT CGACCGATTC CCCGACTTCT CGCCCACCGA CGGCGCAAAA CTGCGCTACC 

2950 2960 2970 2980 2990 3000 

ACCGCGACGG ACTGTTCGGC GTCAAGAACC TGCCGCTGAC CGTACGGCGC GGCTGACACA 

3010 3020 3030 3040 3050 3060 

GACAAGGGGG CCACCTGGTG CGCACCGTGC GAACCCTGCT GATCGACAAC TACGACTCGT 
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3070 


3080 


3090 


TCACCTACAA 


CCTCTTCCAG 


ATGCTGGCCG 


3130 


3140 


3150 


GCAACGACGA 


CACCCGCACC 


TGGCAGGCCC 


3190 


3200 


3210 


TCTCACCCGG 


CCCCGGCCAC 


CCCGCCACCG 


3250 


3260 


3270 


TCACCGAATG 


GGACCTGCCG 


CTGCTCGGGG 


3310 


3320 


3330 


TCGCCGGCGC 


CGCCGTCGTC 


CACGCACCCG 


3370 


3380 


3390 


GCCACGACGG 


GCAGGGCCTG 


TTCGCGAACA 


3430 


3440 


3450 


ACTCGCTGAC 


CGTCCGGCAA 


CTGCCCGCCG 


3490 


3500 


3510 


GGCAGCTGAT 


GGCCGTCGCC 


CACCGCCACC 


3550 


3560 


3570 


AATCGATCAG 


CAGCGAACAC 


GGCCACCGGA 


3610 


3620 


3630 


GCGCGGCCGG 


CCACCGCCCC 


CCGCACACCG 


3670 


3680 


3690 


CCCCCGCCCC 


CGCACCGGCA 


CCGCCCGCGT 


3730 


3740 


3750 


TGCGCGAGGT 


CGCCTGCGTG 


CCCGACGCGG 


3790 


3800 


3810 


CCCCGGCCCG 


GTTCTGGCTC 


GACAGCAGCC 


3850 


3860 


3870 


TCCTCGGCGC 


CCCCGCCGGC 


CCGCTCGGCG 


3910 


3920 


3930 


CCGTGCGCGT 


CAAGGACGGT 


TCAGGCGGCG 


3970 


3980 


3990 


ACCTGGAACA 


CGAACTGGCC 


GCCCGCGCCC 


4030 


4040 


4050 


ACCTCGGCTA 


CGTCGGCTAC 


CTCGGCTACG 


4090 


4100 


4110 


CCCACCGCGG 


CGAACTGCCC 


GACGGCGCCT 


4150 


4160 


4170 


ACCACGAACA 


GGGGCGGGCC 


TGGCTCCTGG 


4210 


4220 


4230 


CACCCGCCGC 


CGAACGCTGG 


CTCACCGACG 


4270 


4280 


4290 


GCCCGCCCTT 


CACCCTGCTG 


CCCGACGACC 


4330 


4340 


4350 


ACAGCCTGCC 


CCGCTACCGG 


GAACTGGTCG 


4390 


4400 


4410 



3100 3110 3120 

AGGTGAACGG CGCCGCTCCG CTCGTCGTCC 

3160 3170 3180 

TGGCGCCGGG CGACTTCGAC AACGTCGTCG 

3220 3230 3240 

ACACCGACCT GGGCCTCAGC CGCCGGGTGA 

3280 3290 ' 3300 

TGTGCCTGGG CCACCAGGCC CTGTGCCTGC 

3340 3350 3360 

AACCCTTTCA CGGCCGCACC AGCGACATCC 

3400 3410 3420 

TCCCCTCCCC GCTGACCGTG GTCCGCTACC 

3460 3470 3480 

ACCTGCGCGC CACCGCCCAC ACCGCCGACG 

3520 3530 3540 

TGCCCCGCTT CGGCGTGCAG TTCCACCCCG 

3580 3590 3600 

TGCTCGCCAA CTTCCGCGAC CTGTCCCTGC 

3640 3650 3660 

AACGCATACC CGCACCCGCA CCCGCCCCCG 

3700 3710 3720 

CCGCGCCGGT GGGGGAGTAC CGGCTGCATG 

3760 3770 3780 

ACGCCGCGTT CACCGCCCTG TTCGCCGACG 

3820 3830 3840 

GCGTCGAGCC GGGCCTCGCC CGCTTCACCT 

3880 3890 3900 

AACAGATCAC CTACGACGTC GCCGACCGGG 

3940 3950 3960 

AGACCCGCCG GCCCGGCACC CTCTTCGACC 

4000 4010 4020 

TGCCCGCCAC CGGCCTGCCC TTCGAGTTCA 

4060 4070 4080 

AGACCAAGGC CGACAGCGGC GGCGAGGACG 

4120 4130 4140 

TCATGTTCGC CGACCGGATG CTCGCCCTCG 

4180 4190 4200 

CACTGAGCAG CACCCGACGG CCCGCCACCG 

4240 4250 4260 

CCGCCCGGAC CCTCGCCACC ACCGCCCCCC 

4300 4310 4320 

AACTGCCCGC CCTGGACGTC CACTACCGCC 

4360 4370 4380 

AGGAATGCCG CCGCCTGATC ACCGACGGCG 

4420 4430 4440 
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AGACCTACGA GGTGTGCCTG ACGAACATGC TCCGGGTGCC CGGCCGGATC GACCCGCTCA 

4450 4460 4470 4480 4490 

CCGCCTACCG CGCCCTGCGC ACCGTCAGCC CCGCCCCCTA CGCCGCCTAC CTGCAG 

5 



(6) INFORMATION POOR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1065 paires de bases 

10 (B) TOPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

15 (iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORG AN IS ME : Streptomyces pristinaespiralis 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5 

20 



ATG GAG ACC TGG GTC CTG GGC CGG CGC GAC GTC GCC GAG GTG GTG GCC GCC GTC 
25 Met Glu Thr Trp Val Leu Gly Arg Arg Asp Val Ala Glu Val Val Ala Ala Val 



30 



35 



GGC CGC GAC GAA CTC ATG CGC CGC ATC ATC GAC CGC CTC ACC GGC GGA CTG GCC 
Gly Arg Asp Glu Leu Met Arg Arg lie lie Asp Arg Leu Thr Gly Gly Leu Ala 

GAG ATC GGC CGC GGC GAG CGG CAC CTG TCC CCG CTG CGC GGC GGA CTG GAA CGC 
Glu He Gly Arg Gly Glu Arg His Leu Ser Pro Leu Arg Gly Gly Leu Glu Arg 

AGC GAA CCC GTG CCC GGC ATC TGG GAA TGG ATG CCG CAC CGC GAA CCC GGC GAC 
Ser Glu Pro Val Pro Gly He Trp Glu Trp Met Pro His Arg Glu Pro Gly Asp 



40 CAC ATC ACC CTC AAG ACC GTC GGC TAC AGC CCC GCC AAC CCC GGC CGC TTC GGC 

His He Thr Leu Lys Thr Val Gly Tyr Ser Pro Ala Asn Pro Gly Arg Phe Gly 



CTG CCG ACC ATC CTG GGC ACC GTC GCC CGC TAC GAC GAC ACC ACC GGC GCC CTG 
45 Leu Pro Thr He Leu Gly Thr Val Ala Arg Tyr Asp Asp Thr Thr Gly Ala Leu 



ACC GCC CTG ATG GAC GGC GTG CTG CTC ACC GCC CTG CGC ACC GGC GCC GCC TCC 
Thr Ala Leu Met Asp Gly Val Leu Leu Thr Ala Leu Arg Thr Gly Ala Ala Ser 

50 

GCC GTC GCC TCC CGC CTG CTG GCC CGC CCC GAC AGC CAC ACC CTG GGA CTG ATC 
Ala Val Ala Ser Arg Leu Leu Ala Arg Pro Asp Ser His Thr Leu Gly Leu He 



GGC ACC GGC GCC CAG GCC GTC ACC CAA CTG CAC GCC CTG TCC CTG GTA CTG CCC 
Gly Thr Gly Ala Gin Ala Val Thr Gin Leu His Ala Leu Ser Leu val Leu Pro 
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CTG CAA CGG GCC CTG GTG TGG GAC ACC GAC CCC GCC CAC CGG GAA AGC TTC GCC 540 

Leu Gin Arg Ala Leu Val Trp Asp Thr Asp Pro Ala His Arg Glu Ser Phe Ala 1 80 

5 

CGG CGC GCC GCG TTC ACC GGC GTC AGC GTC GAG ATC GCC GAG CCC GCC CGG ATC 594 

Arg Arg Ala Ala Phe Thr Gly Val Ser Val Glu He Ala Glu Pro Ala Arg He 198 

10 GCC GCC GAG GCC GAC GTC ATC TCC ACC GCC ACC TCG GTA GCC GTC GGC CAG GGC 648 

Ala Ala Glu Ala Asp Val He Ser Thr Ala Thr Ser Val Ala Val Gly Gin Gly 216 



CCG GTC CTG CCC GAC ACC GGC GTC CGC GAG CAC CTG CAC ATC AAC GCC GTC GGC 702 
15 Pro Val Leu Pro Asp Thr Gly Val Arg Glu His Leu His He Asn Ala Val Gly 234 



GCG GAC CTC GTC GGC AAG ACG GAA CTG CCG CTC GGC CTG CTC GAG CGG GCG TTC 756 

Ala Asp Leu Val Gly Lys Thr Glu Leu Pro Leu Gly Leu Leu Glu Arg Ala Phe 252 

20 

GTC ACC GCC GAC CAC CCC GAG CAG GCG CTG CGC GAG GGC GAG TGC CAG CAA CTC 810 

Val Thr Ala Asp His Pro Glu Gin Ala Leu Arg Glu Gly Glu Cys Gin Gin Leu 270 

25 

TCC GCC GAC CGG CTC GGC CCG CAG CTG GCC CAC CTG TGC GCC GAC CCG GCG GCC 864 

Ser Ala Asp Arg Leu Gly Pro Gin Leu Ala His Leu Cys Ala Asp Pro Ala Ala 288 



30 GCC GCC GGC CGG CAG GAC ACC CTG AGC GTC TTC GAC TCC ACC GGC TTC GCC TTC 918 

Ala Ala Gly Arg Gin Asp Thr Leu Ser Val Phe Asp Ser Thr Gly Phe Ala Phe 306 



GAG GAC GCC CTG GCG ATG GAA GTG TTC CTC GAG GCC GCC GCC GAA CGG GAC CTG 972 
35 Glu Asp Ala Leu Ala Met Glu Val Phe Leu Glu Ala Ala Ala Glu Arg Asp Leu 324 



GGC ATC CGG GTG GGC ATC GAA CAC CAC CCC GGC GAC GCC CTG GAC CCC TAC GCC 1026 

Gly He Arg Val Gly He Glu His His Pro Gly Asp Ala Leu Asp Pro Tyr Ala 342 

40 

CTC CAG CCC CTG CCC CTG CCC CTG GCC GCC CCC GCC CAC 1065 

Leu Gin Pro Leu Pro Leu Pro Leu Ala Ala Pro Ala His 355 

45 



(7) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1194 paires de bases 

50 (B) TYPE: acide nuclSigue 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HVPOTHETIQUE: NON 

55 (iii) ANTI-SENS: NON 

<vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Streptomyces prist inaespiralis 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6 



10 



15 



30 



35 



50 



55 



ATG CCC CCC ACC CCC CGG CCC ACC ACC GAC GAC GGC GGC CGT GAA CTG CTC GCC 54 

Met Pro Pro Thr Pro Arg Pro Thr Thr Asp Asp Gly Gly Arg Glu Leu Leu Ala 1 8 

TGG CTG CGC GAG ATG CGC CAC CAC CAC CCC GTC CAC GAG GAC GAA TAC GGT GCC 108 

Trp Leu Arg Glu Met Arg His His His Pro Vai His Glu Asp Glu Tyr Gly Ala 36 

TTC CAC GTC TTC CGG CAC GCC GAC GTC CTC ACC GTC GCC TCC GAC CCC GGC GTC 162 

Phe His Val Phe Arg His Ala Asp Val Leu Thr Val Ala Ser Asp Pro Gly Val 54 

TAC TCC TCC CAG CTC AGC CGG CTA CGG CCC GGC TCC CAG GCG TTG AGC GAA CAG 216 

Tyr Ser Ser Gin Leu Ser Arg Leu Arg Pro Gly Ser Gin Ala Leu Ser Glu Gin 72 



20 ATC CTG TCG GTC ATC GAC CCG CCG ATG CAC CGC ACC CTG CGC CGC CTG GTC AGC 270 

lie Leu Ser Val lie Asp Pro Pro Met His Arg Thr Leu Arg Arg Leu Val Ser 90 

CAG GCC TTC ACC -CCC CGC ACC GTC GCC GAC CTC GAA CCA CGC GTC ACC GAA CTG 324 

25 Gin Ala Phe Thr Pro Arg Thr Val Ala Asp Leu Glu Pro Arg Val Thr Glu Leu 108 



GCC GGG CAA CTG CTC GAC GCC GTC GAC GGC GAC ACG TTC GAC CTC GTC GCC GAC 378 

Ala Gly Gin Leu Leu Asp Ala Val Asp Gly Asp Thr Phe Asp Leu Val Ala Asp 126 

TTC GCC TAC CCG CTG CCC GTG ATC GTG ATC GCC GAA CTC CTC GGC GTG CCG CCC 432 

Phe Ala Tyr Pro Leu Pro Val lie val He Ala Glu Leu Leu Gly Val Pro Pro 144 

GCC GAC CGC ACC CTG TTC CGC TCC TGG TCC GAC CGG ATG CTG CAG ATG CAG GTC 486 

Ala Asp Arg Thr Leu Phe Arg Ser Trp Ser Asp Arg Met Leu Gin Met Gin Val 162 



40 GCC GAC CCG GCG GAC ATG CAG TTC GGC GAC GAC GCC GAC GAG GAC TAC CAA CGC 540 

Ala Asp Pro Ala Asp Met Gin Phe Gly Asp Asp Ala Asp Glu Asp Tyr Gin Arg 180 

CTC GTC AAA GAA CCC ATG CGC GCC ATG CAC GCC TAC CTC CAC GAC CAC GTC ACC 594 

45 Leu Val Lys Glu Pro Met Arg Ala Met His Ala Tyr Leu His Asp His Val Thr 198 



GAC CGC CGC GCC CGC CCC GCG AAC GAC CTG ATC TCC GCA CTC GTC GCC GCC CGC 648 

Asp Arg Arg Ala Arg Pro Ala Asn Asp Leu He Ser Ala Leu Val Ala Ala Arg 216 

GTG GAG GGC GAA CGA CTC ACC GAC GAG CAG ATC GTC GAA TTC GGG GCG CTG CTG 702 

Val Glu Gly Glu Arg Leu Thr Asp Glu Gin He Val Glu Phe Gly Ala Leu Leu 234 

CTG ATG GCC GGC CAC GTC TCC ACC TCC ATG CTG CTC GGC AAC ACC GTG CTG TGC 756 

Leu Met Ala Gly His Val Ser Thr Ser Met Leu Leu Gly Asn Thr Val Leu Cys 252 



60 CTG AAG GAC CAC CCC CGG GCC GAG GCC GCC GCC CGC GCC GAC CGG TCC CTG ATC 810 

Leu Lys Asp His Pro Arg Ala Glu Ala Ala Ala Arg Ala Asp Arg Ser Leu He 270 

CCC GCC CTG ATC GAA GAA GTA CTG CGG CTG CGG CCG CCG ATC ACC GTC ATG GCC 864 

65 Pro Ala Leu He Glu Glu Val Leu Arg Leu Arg Pro Pro He Thr Val Met Ala 288 
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CGC GTC ACC ACC AAG GAC ACC GTC CTC GCC GGC ACC ACC ATC CCC GCC GGA CGC 918 

Arg Val Thr Thr Lys Asp Thr Val Leu Ala Gly Thr Thr lie Pro Ala Gly Arg 306 

5 ATG GTC GTG CCC TCC CTG CTG TCC GCC AAC CAC GAC GAA CAG GTC TTC ACC GAC 972 

Met Val Val Pro Ser Leu Leu Ser Ala Asn His Asp Glu Gin Val Phe Thr Asp 324 

CCC GAC CAC CTC GAC CTC GCC CGC GAA GGC CGC CAG ATC GGC TTC GGC CAC GGC 1026 

10 Pro Asp His Leu Asp Leu Ala Arg Glu Gly Arg Gin lie Ala Phe Gly His Gly 342 



15 



20 



ATC CAC TAC TGC CTG GGC GCC CCG CTC GCC CGC CTG GAG GGC CGC ATC GCC CTG 1080 

He His Tyr Cys Leu Gly Ala Pro Leu Ala Arg Leu Glu Gly Arg He Ala Leu 360 

GAA GCC CTC TTC GAC CGA TTC CCC GAC TTC TCG CCC ACC GAC GGC GCA AAA CTG 1134 

Glu Ala Leu Phe Asp Arg Phe Pro Asp Phe Ser Pro Thr Asp Gly Ala Lys Leu 378 

CGC TAC CAC CGC GAC GGA CTG TTC GGC GTC AAG AAC CTG CCG CTG ACC GTA CGG 1188 

Arg Tyr His Arg Asp Gly Leu Phe Gly Val Lys Asn Leu Pro Leu Thr Val Arg 396 



25 CGC GGC 1194 

Arg Gly 398 



(8) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

30 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1561 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclSigue 
<C) NOMBRE DE BRINS: double 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 



40 



(vi) ORIGINE: 

(A) ORGAN IS ME : Streptomyces pristinaespiralis 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7 



45 10 20 30 40 50 60 

AAGCTTCCCG ACCGGGTGGA GGTCGTCGAC GCGTTCCCGC TGACCGGCCT CAACAAGGTC 

70 80 90 100 110 120 

GACAAGAAGG CCCTGGCGGC CGACATCGCC GCCAAGACCG CCCCCACCCG CCCCACCACC 

50 

130 140 150 160 170 180 

GCCGGCCACG GCCCGACCAC GGACGGCGAT ACGGCCGGTG GGGGTGGGTC CGCGGGCGGG 

190 200 210 220 230 240 

55 GTGACGGCCG CCGGTGGCGG GCGGGAGGAG GCGGCGTGAG CGGGCCCGGG CCCGAGGGCG 



250 260 270 280 290 300 

GCTACCGGGT GCCGTTCGCG CGACGCGGTT CGGTGGTGGG CGAGGCGGAC CTGGCGGCGC 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



310 320 330 340 350 360 

TGGGCGAACT GGTCCGCTCG GGCCGGTCGC TGACGTCGGG GGTGTGGCGG GAGCGGTTCG 

370 380 390 400 410 420 

AGGAACAGTT CGCCCGCCTG ACCGGCGCCC GGCACGCGCT CAGTGTCACC AGCGGCACCG 

430 440 450 460 470 480 

TCGCGCTGGA ACTGGCGGTG CGGATGCTGG ACCTGGCGCC GGGCGACGAG GTGATCGCCA 

490 500 510 , 520 530 540 

CCCCGCAGAC GTTCCAGGCG ACGGTGCAGC CGCTGCTCGA CCACGACGTG CGGCTGCGGT 

550 560 570 580 590 600 

TCTGCGACAT CGACCCGGAC ACCCTCAACC TCGACCCGGC GGTGCTGGAG ACGCTGATCA 

610 620 630 640 650 660 

CCGACCGCAC CCGGGCGATC CTGCTCGTCC ACTACGGCGG CAACCCGGCC GACATGGACC 

670 680 690 700 710 720 

GCATCATGGC CCTGGCCCGC AAGCGCGGCA TCATCGTCGT CGAGGACAGC GCGCACGCGC 

730 740 750 760 770 780 

TGGGCGCCGT GTACCGGGGG CGGCGGCCGG GGGCACTGGC GGACATCGGC TGCTTCACTT 

790 800 810 820 830 840 

TCCACTCCAC GAAGAACATC ACCACCCTCG GCGAGGGCGG CATGATCACC CTGTCGCGTG 

850 860 870 880 890 900 

ACGAGTGGGC CCAGCGGGTG GGACGTATCC GCGACAACGA GGCCGACGGC GTGTACGCGG 

910 920 930 940 950 960 

CGCTGCCGGA CTCCGCGCGG GCGGGTGCTC CGGCGCTGCT GCCGTGGATG AAGTTCGCGG 

970 980 990 1000 1010 1020 

AGGGTGTGTA CGGTCACCGG GCGGTCGGGG TCCGCGGGGC GGGCACGAAC GCGACGATGT 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

CGGAGGCGGC GGCGGCGGTG GGCGTGGTGC AACTGGCGTC GCTGGAGCGG TTCGTGGCCC 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

GGCGCCGGAG CATCGCGCAG CGGCTGGACG AGGCCGTGGC CTCGGTGGCC GGCACCCGGC 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

TGCACCGGGC GGCGGCGGAC AGTCTGCACG CCTACCACCT GTACACGTTC TTCCTCACCG 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

GCGGCCGGCA GGTGCGGGAG CGGTTCGTGC GCGCCCTGGA CCGGCTGGGT GTGGAGGTCC 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 

AGTTGCGGTA CTTCCCGCTC CATCTGTCGC CCGAGTGGCG GCTGCGCGGC CACGGGCCGG 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

GCGAGTGTCC GACGGCCGAA CGGGTCTGGT TCGAGGAGCA CATGAACCTG CCGTGCCATC 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

CCGGTCTGAG TGACGGCCAG GTCGACTACA TGGTCGAGGC GGTCACCCGC GCCCTGCACG 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 

AGGCCCACGG CACGGGGACG CGGGTGGCGG CCGGGCACCT GTGACACCGT CCGCATCCGG 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

CCGGTGGTTT TCCAAGACCG AGGGAGAGGC AGGCGTATGC CGTTCATCGA AGTGAAGATC 



65 

T 
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(9) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1233 paires de bases 
5 (B) TYPE: acide nuclSique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

10 (iii) ANTI-SENS: NON 

(Vi) ORIGINE : 

(A) ORGANISME: Streptorayces prist inaespiralis 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8 



GTG CCG TTC GCG CGA CGC GGT TCG GTG GTG GGC GAG GCG GAC CTG GCG GCG CTG 54 
20 Val Pro Phe Ala Arg Arg Gly Ser Val Val Gly Glu Ala Asp Leu Ala Ala Leu 18 



GGC GAA CTG GTC CGC TCG GGC CGG TCG CTG ACG TCG GGG GTG TGG CGG GAG CGG 108 

Gly Glu Leu Val Arg Ser Gly Arg Ser Leu Thr Ser Gly Val Trp Arg Glu Arg 36 

25 

TTC GAG GAA CAG TTC GCC CGC CTG ACC GGC GCC CGG CAC GCG CTC AGT GTC ACC 162 

Phe Glu Glu Gin Phe Ala Arg Leu Thr Gly Ala Arg His Ala Leu Ser Val Thr 54 

30 

AGC GGC ACC GTC GCG CTG GAA CTG GCG GTG CGG ATG CTG GAC CTG GCG CCG GGC 216 

Ser Gly Thr Val Ala Leu Glu Leu Ala Val Arg Met Leu Asp Leu Ala Pro Gly 72 

35 GAC GAG GTG ATC GCC ACC CCG CAG ACG TTC CAG GCG ACG GTG CAG CCG CTG CTC 270 

Asp Glu Val lie Ala Thr Pro Gin Thr Phe Gin Ala Thr Val Gin Pro Leu Leu 90 



GAC CAC GAC GTG CGG CTG CGG TTC TGC GAC ATC GAC CCG GAC ACC CTC AAC CTC 324 
40 Asp His Asp Val Arg Leu Arg Phe Cys Asp lie Asp Pro Asp Thr Leu Asn Leu 108 



GAC CCG GCG GTG CTG GAG ACG CTG ATC ACC GAC CGC ACC CGG GCG ATC CTG CTC 378 

Asp Pro Ala Val Leu Glu Thr Leu lie Thr Asp Arg Thr Arg Ala He Leu Leu 126 

45 

GTC CAC TAC GGC GGC AAC CCG GCC GAC ATG GAC CGC ATC ATG GCC CTG GCC CGC 432 

Val His Tyr Gly Gly Asn Pro Ala Asp Met Asp Arg He Met Ala Leu Ala Arg 144 

50 

AAG CGC GGC ATC ATC GTC GTC GAG GAC AGC GCG CAC GCG CTG GGC GCC GTG TAC 486 

Lys Arg Gly He He Val Val Glu Asp Ser Ala His Ala Leu Gly Ala Val Tyr 162 



55 CGG GGG CGG CGG CCG GGG GCA CTG GCG GAC ATC GGC TGC TTC ACT TTC CAC TCC 540 

Arg Gly Arg Arg Pro Gly Ala Leu Ala Asp He Gly Cys Phe Thr Phe His Ser 180 
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ACG AAG AAC ATC ACC ACC CTC GGC GAG GGC GGC ATG ATC ACC CTG TCG CGT GAC 594 

Thr Lys Asn He Thr Thr Leu Gly Glu Gly Gly Met He Thr Leu Ser Arg Asp 198 

5 GAG TGG GCC CAG CGG GTG GGA CGT ATC CGC GAC AAC GAG GCC GAC GGC GTG TAC 648 

Glu Tip Ala Gin Arg Val Gly Arg He Arg Asp Asn Glu Ala Asp Gly Val Tyr 216 

GCG GCG CTG CCG GAC TCC GCG CGG GCG GGT GCT CCG GCG CTG CTG CCG TGG ATG 702 

10 Ala Ala Leu Pro Asp Ser Ala Arg Ala Gly Ala Pro Ala Leu Leu Pro Trp Met 234 



15 



20 



35 



40 



AAG TTC GCG GAG GGT GTG TAC GGT CAC CGG GCG GTC GGG GTC CGC GGG GCG GGC 756 

Lys Phe Ala Glu Gly Val Tyr Gly His Arg Ala Val Gly Val Arg Gly Ala Gly 252 

ACG AAC GCG ACG ATG TCG GAG GCG GCG GCG GCG GTG GGC GTG GTG CAA CTG GCG 810 

Thr Asn Ala Thr Met Ser Glu Ala Ala Ala Ala Val Gly Val Val Gin Leu Ala 270 

TCG CTG GAG CGG TTC GTG GCC CGG CGC CGG AGC ATC GCG CAG CGG CTG GAC GAG 864 

Ser Leu Glu Arg Phe Val Ala Arg Arg Arg Ser He Ala Gin Arg Leu Asp Glu 288 



25 GCC GTG GCC TCG GTG GCC GGC ACC CGG CTG CAC CGG GCG GCG GCG GAC AGT CTG 918 

Ala Val Ala Ser Val Ala Gly Thr Arg Leu His Arg Ala Ala Ala Asp Ser Leu 306 

CAC GCC TAC CAC CTG TAC ACG TTC TTC CTC ACC GGC GGC CGG CAG GTG CGG GAG 972 

30 His Ala Tyr His Leu Tyr Thr Phe Phe Leu Thr Gly Gly Arg Gin Val Arg Glu 324 



CGG TTC GTG CGC GCC CTG GAC CGG CTG GGT GTG GAG GTC CAG TTG CGG TAC TTC 1026 

Arg Phe Val Arg Ala Leu Asp Arg Leu Gly Val Glu Val Gin Leu Arg Tyr Phe 342 

CCG CTC CAT CTG TCG CCC GAG TGG CGG CTG CGC GGC CAC GGG CCG GGC GAG TGT 1080 

Pro Leu His Leu Ser Pro Glu Trp Arg Leu Arg Gly His Gly Pro Gly Glu Cys 360 

CCG ACG GCC GAA CGG GTC TGG TTC GAG GAG CAC ATG AAC CTG CCG TGC CAT CCC 1134 

Pro Thr Ala Glu Arg Val Trp Phe Glu Glu His Met Asn Leu Pro Cys His Pro 378 



45 GGT CTG AGT GAC GGC CAG GTC GAC TAC ATG GTC GAG GCG GTC ACC CGC GCC CTG 1 1 88 

Gly Leu Ser Asp Gly Gin Val Asp Tyr Met Val Glu Ala Val Thr Arg Ala Leu 396 

CAC GAG GCC CAC GGC ACG GGG ACG CGG GTG GCG GCC GGG CAC CTG 1233 

50 His Glu Ala His Gly Thr Gly Thr Arg Val Ala Ala Gly His Leu 411 



55 



60 
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REVENDICATIONS 
1. Compose caracterise en ce qu'il est represente par la formule generate I 

5 




I 

dans laquelle : 

-R2 et R4 represented, independamment Tun de I'autre, un atome d'hydrog&ie 
10 ou un groupement m&hyle, 

-R3 represente un atome d'hydrog&ne ou un groupement hydroxyle, 
-X represente un groupement CO, CHOH ou CH2 et 
-Rj represente: 



(4e) 
B 




15 

avec 

- pour les derives m&a : 

A, C, D et E representant un atome d'hydrogene et 
B pouvant representer: 
20 - un halogene et de preference un atome de fluor, 
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-un groupement monoalkylamino ou dialkylamino avec alkyle representant de 
preference un groupement methyle ou Sthyle, 
-un groupement ether, 
-un groupement thioether, 
5 -un groupement aikyie en Cj a C3 ou 

-un groupement trihalog6nomethyle et de preference le trifluoromethyle. 

- j*yr les derives para : 

A, B, D et E repr&entant un atome d'hydrogene et 
10 C pouvant representen 

- un halogene, 

-un groupement NR^ avec R! et R 2 representant independamment Tun de 
Tautre un groupement choisi parnii 

- Thydrogene, 

15 . un groupement alkyle en Cj a C4 lin6aire ou ramifie avec lorsque Tun 

des substituants Rj ou R^ represente un groupement m&hyle, l'autre represente 
obligatoirement un groupement Sthyle, 

- un groupement alkyl-cycloalkylmethyle avec un cycloalkyl en C3 a 

C 4 

20 - un groupement cycloalkyle en C3 a C4 eventuellement substitue, 

-un groupement alcenyle en Cj a C4 lineaire ou ramifie avec lorsque 
Tun des substituants Rj ou R^ represente un groupement alcenyle, l'autre est different 
d'un groupement methyle ou d'un groupement cycloalkyle en C3 a C6, 

- un groupement N-pyrrolidinyle substitue ou non, 
25 -un groupement ether, 

-un groupement thioether, 

-un groupement acyle ou alcoxycarbonyle, 

-un groupement alkyle enCj a C& lineaire ou ramifie, et de preference choisi 
parmi les groupements methyle, isopropyle et tert-butyle, 
30 - un groupement alkylthiomethyle, 

-un groupement aryle et de preference un phenyle ou 

-un groupement trihalogenomethyle et de preference le trifluoromethyle et 

- ponr 1es derives d isiihstitues meta-para : 
35 A, D et E representant un atome d'hydrogene et 
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B pouvant representor: 

-un halogene et de preference un atome de fluor, 

-tin gtoupement monoalkylamino ou dialkylamino avec alkyle representant de 
preference un groupement methyle ou 6thyle, 
5 -un groupement ether, 

-un groupement thioether, 
-un groupement alkyle en Ci a C3 et 
C pouvant representer: 

-un halogene et de preference un atome de fluor, 
10 -un groupement amino, monoalkylamino ou dialkylamino avec alkyle 

reprSsentant de preference un groupement m&hyle a la condition que B soit 
different d'un atome de brome ou de chlore, ou un groupement allyle substitue 
ou non, 

-un groupement ether, 
15 -un groupement thioether, 

-un groupement alkyle en Cj £ Cg ou 

-un groupement trihdog&iomethyle et de preference le trifluoromethyle et 

- pour les derives disubstitues ortho-para : 
20 B, E et D repr&entant un atome d'hydrogene et A et C, un groupement m6thyle. 

2. Compose selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il s'agit de preference 

de: 

la 4^-methylthio-des(4^-dim6thylamino) pristinamycine 1^, 
25 la 4^-m6thylthio-des(4^-dimethyiamino) pristinamycine Ijj, 

la 5 7-hydroxy 4^-methylthio-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ijj, 

la 4£-methyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ij^ f 

la 4^-methyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine Ifl, 

la 4£-m6thoxy-des(4£-dim6thylamino) pristinamycine 1^. 
30 la 4^-methoxycarbonyl-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 

la 4^-chloro-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 

la 4^-bromo-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^, 

la 4^-bromo-des (4^-dimethylamino) pristinamycine Ijj, 

la 4^-iodo-des(4^-dimethylamino) pristinamycine 1^, 
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la 4^-iodo^6s(4^Hiim6thylamino) pristinarnycine Ijj, 

la 4^-trifluoromethyl-des (4^-dimethylamino) pristinarnycine 1^, 

la 4^-trifluorom6thyMes(4^Klimethylamino) pristinarnycine Ijj , 

la 4^-tert-butyl-des(4^^iimethylamino) pristinarnycine 1^, 

la 4^-isopropyl^s(4^-dimethylamino) pristinarnycine 1^, 

la 4^-isopropyWes(4^-diniethyiamino) pristinarnycine Ig ( 

la 4e-m6thylamino-d6s(4^-dim6thylamino) pristinarnycine 

la 4e-methoxy^es(4^Klimethylainino) pristinarnycine I A, 

la 4e-methoxy^es(4^-dim6thylamino) pristinarnycine I H, 

la 4e-fluoro 4^-methyW6s(4^Hdimethylamino) pristinarnycine I A 

la 4^-amino-des(4^-dim6thylamino) pristinarnycine I A 

la 4^-ethylamino^es(4^«dimethylamino) pristinarnycine I/± 

la 4^^ethylanuno^es(4^-dimethylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-aUylaminc^es(4^-dimethylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^^iialiylamino-des(4t > -dini6thylamino) pristinarnycine I a 

la 4^-allyl 6thylamino^es(4^Kliinethylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-ethyl propylamino^es(4^^iimethylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-ethyl isopropylamincHi§s(4^-^iim6thylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-ethyl methylcyclopn>pylaminoKi6s(4^-dim6tfaylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-(l-pyrrolidinyl) -des(4^-dimethylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-trifluoromethoxy-des (4^-dimethylamino) pristinarnycine I a 

la 4^-allyloxy-d6s(4^-dim6thylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-6thoxy-des(4^-dim6thylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-ethylthioKles(4^^im6thylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4£-methylthiom6thy l-des(4^-dim6thylamino) pristinarnycine Ia 

la 4^-(2-cUoroethoxy)-des(4^-dimethylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-acetyWes(4^-dimethylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-6thy l-des(4£-dimethylamino) pristinarnycine 1^ 

la 4^-6thyl-des(4^^iim6thyiamino) pristinarnycine Ijj 

la 4e^methylamino^6s(4^-dimethylamino) pristinarnycine 

la 4e-m6thylthio^es(4^-dimethylamino) pristinarnycine 1^ et 

la 4£-6thoxy^es(4^-dimethylamino) pristinarnycine 
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3. Precede de preparation de streptogramines caracterise en ce qu'ii met en 
oeuvre une souche d'un microorganisme producteur de streptogramines, possedant au 
moins une modification genetique affectant la biosynthese d'un precurseur des 
5 streptogramines du groupe B et en ce que ladite souche mutante est cultivee sur un 
milieu de culture adequat et complements avec au moins un precurseur original, autre 
que celui dont la biosynthese est alteree et en ce que Ton recupere lesdites 
streptogramines. 

10 4. Proced§ selon la revendication 3 caracterise en ce que la souche mutee 

possede au moins une modification genetique localisee au niveau d'un des genes 
impliques dans la biosynthese des precurseurs des streptogramines du groupe B, 

5. Proced6 selon la revendication 4 caracterise en ce que le ou les genes, dont 
15 Texpression est alteree, sont choisis parmi les genes impliques dans la biosynthese de 

Tacide L-2-aminobutyrique, ie 4-dim§thylamino-L-phenylalanine (DMPAPA), l'acide 
I^pipecolique, la L-phenylglycine et/ou l'acide 3-hydroxypicolinique, 

6. Precede selon la revendication 4 ou 5 caracterise en ce qu'il s'agit d'au 
20 moins un gene choisi parmi les genes papA. papM . papC (SEQ ID n° 2), papff (SEQ 

ID n° 3), pipA (SEP ID n° 5), SDhE (SEQ ID n° 6) et hpaA (SEQ ID n° 8). 

7. Precede selon Tune des revendications 3 a 6 caracterise en ce que ladite 
modification genfetique rend au moins Tun des genes impliques dans la biosynthese de 

25 precurseurs de streptogramines du groupe B, partiellement ou totalement incapables 
decoder pour l'enzyme naturelle. 

8. Proc&le selon Tune des revendications 3 a 7 caracterise en ce que la 
modification genetique consiste en une disruption d'un des genes impliques dans la 

30 biosynthese des precurseurs des streptogramines du groupe B. 

9. Proced6 selon 1'une des revendications pr6c6dentes caracterise en ce que la 
souche mutante mise en oeuvre derive de la souche S. pristinaespiralis et de 
preference de la souche S. pristinaespiralis SP92. 

35 



WO 96/01901 



PCT/FR95/00889 



123 



10. Procede selon la revendication 9 caracterise en ce qu'il s'agit de preference 
de la souche SP92: pVRC508. 

11. Procede selon la revendication 9 caracterise en ce qu'il s'agit de preference 
5 de la souche SP212. 

12JProced6 selon la revendication 9 caracterise en ce qu'il s'agit de preference 
de la souche SP92pipA::Qam R . 

10 13, Procede selon la revendication 9 caracterise en ce qu'il s'agit de preference 

de la souche SP92JipaA::Q2m R . 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterise 
en ce que le precurseur original, introduit dans le milieu de culture, est choisi parmi 

15 des derives ou analogues d'acides amines et d'acides alpha-cetocarboxyliques. 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterise 
en ce que le precurseur original est de preference choisi de manidre a 6tre apparente 
au precurseur dont la biosynth£se est alteree. 

20 

16. Procede selon la revendication 14 ou 15 caracterise en ce que le 
precurseur original est de preference un derive de phenylalanine lorsque le gene, dont 
regression est alteree, concerne la biosynthese du DMPAPA. 

25 17. Procede selon Tune des revendications precedentes utile pour preparer de 

la pristinamycine IB. 

18. Sequence nucieotidique caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi: 

(a) tout ou partie des genes papC (SEQ ID n° 2), EacBJSEQ ID n° 3), pipA 
30 (SEQ ID n° 5), ssM (SEQ ID n° 6) et hpaA (SEQ ID n° 8), 

(b) les sequences hybridant avec tout ou partie des gSnes (a) et, 

(c) les sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
dSg&ierescence du code genetique. 
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19. Sequence nucleotidique selon la revendication 18 caracterisee en ce qu'elle 
est choisie parmi les genes papC (SEQ ID n° 2), papB (SEP ID n° 3), pipAJSEQ ID 
n° 5), snfcE (SEQ ID n° 6) et hpaA (SEQ ID n° 8). 

20. ADN recombinant comprenant un gene choisi parmi les genes papC (SEQ 
5 ID n° 2), papB (SEP ID n° 3), pipAJSEQ ID n° 5), snbE (SEQ ID n° 6) et hpaA 

(SEQ ID n° 8). 

2L Vecteur caracterise en ce qu'il comprend tine sequence nucleotidique selon 
la revendication 18 ou 19 ou un ADN recombinant selon la revendication 20. 

10 22. Utilisation d'une sequence selon la revendication 18 ou 19 et/ou d'un 

vecteur selon la revendication 21 pour la preparation de metabolites. 

23. Polypeptide resultant de Texpression d'une sequence selon la revendication 
18 ou 19. 

24. Souche mutante S. pristinaespiralis caracterisee en ce qu'elle possede au 
15 moins une modification genetique au niveau d'un de ses genes papC (SEQ ID n° 2), 

papB (SEP ID n° 3), piB^JSEQ ID n° 5), snbE (SEQ ID n° 6) et/ou hpaA (SEQ ID 
n° 8). 

25.Souche mutante selon la revendication 24 caracterisee en ce qu'il s'agit de 
la souche SP92pipA::Qam R . 

20 26. Souche mutante selon la revendication 24 caracterisee en ce qu'il s'agit de 

la souche SP92hpaA::Qam R - 

27. Souche mutante S. pristinaespiralis caracterisee en ce qu'elle possede une 
modification g§netique consistant en une disruption du g&ie papA par double 
recombinaison homologue telle que SP212. 

25 28. Compose caracterise en ce qu'il s'agit du 4- 

trifluoromethoxyphenylalanine, 3-m§thylaminophenylalanine, 3- 

methylthiophenylalanine, 3-fluoro4-methylphenylalanine, I'acide 4- 
methylaminophenylpyruvique, 3-ethoxyphenylalanine, 4- allylaminophenylalanine, 
4- diallylaminophenylalanine, 4- allyl ethylaminophenylalanine, 4- ethyl 

30 propylaminophenylalanine, 4- 6thyl isopropylaminoptenylalanine, 4- 
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6thylmethylcyclopropylaminoph6nylalanine, 4-(l-pyrrolidinyl) phenylalanine, 4- 
ethylthiomethylphenylalanine, 4-0-(2-chloro6thyl) tyrosine, 3- 

dim^thylaminophfeiylalanine et 3-&hyiaminophenylalanine. 

29. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient au moins 
5 tin compose selon la revendication 1 ou 2 en association ou non avec une 
streptogramine du groupe A. 
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R<l = H, R 2 = ""OH P1 G 



f 




PI B = pristinamycin Iq, vernamycin BP, ostreogrycin B2 
PI q = pristinaniycin Iq, vernamycin By; ostreogrycin B j . 



Figure 2 
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Patricin A Patricin B Vernamycin C, Doricin 




HN 



O^NH 



YVT-' 



o V-Q 



Etamycin A (neoviridogrisein IV, viridogrisein) 

R^= OH (cis), R 2 = Me 

neoviridogrisein I, R-j= H, R 2 = Et. R 3 = Me 

II, R 1 « H, R 2 = Me, R 3 = Me 

III, R^OH, R 2 =Et, R 3 = Me 
CI- c, Rj = CI (cis), R 2 = Me, R 3 = 
CI- 1, R y = CI (trans), R 2 = Me. R 3 



Me 



= Me 



viridogrisein II, R t = OH, R 2 = Et, R 3 = H 



~Y"\J- 




Grividomycin I, II R 1 = OH (cis / trans), R 2 = Me 
Grividomycin III R^=OH, R 2 = H 



Figure 3 
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papA/orfl papC/orf2 papB/orf3 



Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 7 
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Figure 9 
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Figure 10 
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Figure 11 
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* Categories sped ales de documents cites: 

'A* document definissant I'etat general de la technique, non 

considere commc paruculierement pertinent 
*E* document antericur, mais public a la daU de depot international 

ou apres cette date 
•L' document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

priori te ou cite pour determiner la date de publication d une 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
'O' document se rcferant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres mo yens 
*P* document publie avant la date de depot international, mais 

posterieurement a la date de prioritt revendiquee 



T document ulterieur publie aprcs la date de depot international ou la 
date de prioritt et n'appartenenant pas a l'fctat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le pnnope 
ou la theorie constituant la base de l'invention 

"X* document partculierement pertinent; l'invention revendiquee ne peut 
etre considerte commc nouveUe ou comme impli quant une achvitt 
inventive par rapport au document considere isolimcnt 

'Y* document partculierement pertinent; l'invention revendiquee 
ne peut etre consideree comme impuquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de mCme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

'&* document qui fait partie de la mime famille de brevets 
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PCT/FR 95/00889 



Cerate) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, rindication des passages pertinents 



no. des rcvcndications visees 



J. AM. CHEM. SOC. (1990), 112(13), 5212-19 
CODEN: JACSAT;ISSN: 0002-7863, 
BRESLOW, RONALD ET AL 'Artificial 
transaminases linking pyridoxamine to 
binding cavities: controlling the 
geometry 1 

voir page 5214, colonne de droite, dernier 
alinea - page 516, colonne de gauche, 
alinea 1; tableau I 

HELV. CHIM. ACTA (1974), 57(8), 2406-20 
CODEN: HCACAV, 

ZELLER, E. ALBERT ET AL 'Ophidian L-amino 
acid oxidases. 6. Interaction of ophidian 
L-amino acid oxidase with its substrates 
and inhibitors. Role of molecular geometry 
and electron distribution 1 
voir figures 2,3; tableau 1 

US, A, 4 156 734 (STONE CLEMENT A) 29 Mai 
1979 

voir revendications; exemples 
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Deman ttemationale No 

PCT/FR 95/00889 


Document brevet cite 
au rapport de recherche 


Date de 
publication 


Membre(s) de la 
famille de brevets) 


Date de 
publication 



WO-A-9408014 14-04-94 FR-A- 2696189 01-04-94 

AU-B- 4823993 26-04-94 

CA-A- 2145523 14-04-94 

EP-A- 0662134 12-07-95 

FI-A- 951403 24-03-95 



WO-A-9320182 14-10-93 



EP-A-0133096 13-02-85 



FR-A- 


2689518 


08-10-93 


AU-B- 


3893493 


08-11-93 


CA-A- 


2131087 


02-10-93 


EP-A- 


0633928 


18-01-95 


FI-A- 


944563 


30-09-94 


JP-T- 


7505288 


15-06-95 


ZA-A- 


9302225 


14-10-93 


FR-A- 


2549062 


18-01-85 


JP-C- 


1815539 


18-01-94 


JP-B- 


5022717 


30-03-93 


JP-A- 


60038385 


27-02-85 


US-A- 


4617290 


14-10-86 



US-A-4156734 


29-05-79 


AU-B- 


511964 


18-09-80 




AU-B- 


2192077 


10-08-78 






BE-A- 


851051 


03-08-77 






DE-A- 


2705863 


18-08-77 






FR-A.B 


2340729 


09-09-77 






GB-A- 


1527181 


04-10-78 






JP-A- 


52099227 


19-08-77 






NL-A- 


7700945 


16-08-77 






US-A- 


4170654 


09-10-79 






US-A- 


4160835 


10-07-79 



FoimuUJre PCT/1SA/21Q (annexe families da brevets) Quillet 1992) 



